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Les récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) font partie de la plus importante 
famille de récepteurs membranaires. Leur implication dans une grande majorité de 
processus physiologiques et pathologiques en fait une cible pharmaceutique de choix. 
Parmi les RCPG, nous avons déjà démontré que le récepteur de la neurotensine NTS2 joue 
un rôle important dans la régulation de la transmission de l'information nociceptive. 
Cependant, des études ont révélé que le récepteur NTS2 est principalement localisé dans 
des compartiments intracellulaires et est notamment stocké dans l'appareil de Golgi. Par 
conséquent, les processus de transport et de trafic du récepteur vers la membrane plasmique 
sont critiques pour son activation par des agonistes exogènes. Dans le but d'étudier les 
mécanismes qui conduisent à l’insertion du récepteur NTS2 à la surface cellulaire, nous 
avons procédé à un criblage en double hybride chez la levure pour identifier des protéines 
potentiellement impliquées dans la régulation du trafic de NTS2. Nous avons utilisé le 
fragment correspondant à la troisième boucle intracellulaire du récepteur NTS2 comme 
appât pour cribler une banque d'ADNc de cerveau de rat. Cet essai a permis d ’identifier la 
sécrétogranine III (SCG3), une protéine de la voie de sécrétion régulée, comme partenaire 
d ’interaction du récepteur NTS2. Pour mieux caractériser cette association, les protéines 
taguées HA-NTS2 et YFP-SCG3 ont été co-exprimées dans les cellules HEK-293 et 
immunoprécipitées. L'analyse par immunobuvardage de type Western a révélé la présence 
de bandes à 45 et 80 KDa, correspondant au récepteur HA-NTS2 et à la protéine YFP- 
SCG3 respectivement, démontrant l'interaction par la co-immunoprécipitation des 
protéines. Des études de microscopie confocale effectuées sur des cellules HEK-293 co- 
exprimant CFP-NTS2 et YFP-SCG3, ont également montré que les deux protéines co- 
localisent à l’échelle subcellulaire. Des analyses de transfert d'énergie entre molécules 
fluorescentes (FRET) ont été réalisées afin de confirmer l'interaction moléculaire NTS2- 
SCG3. Enfin, dans le but de déterminer l'impact physiologique de la régulation de 
l'adressage à la membrane plasmique du récepteur NTS2 par la SCG3, nous avons 
développé deux DsiRNA afin de réduire l'expression de SCG3. Ces DsiRNA dirigés contre 
SCG3 validés in vitro seront prochainement utilisés in vivo chez le rat adulte afin 
d ’examiner leurs effets sur le rôle du récepteur NTS2 dans le contrôle de la douleur. Ainsi, 
nos résultats suggèrent que la SCG3 pourrait servir de protéine escorte pour NTS2 dans son 
adressage vers la membrane plasmique. Aussi, nos résultats renforcent l'idée que les RCPG 
ne sont pas seulement adressés à la surface cellulaire par la voie constitutive mais qu'ils 
peuvent être transportés via la voie de sécrétion régulée. Finalement, ces résultats suggèrent 
que l'interaction physique entre NTS2 et SCG3 pourrait affecter la fonction physiologique 
du récepteur NTS2, y compris son rôle dans le contrôle de la douleur.
Mots clés : RCPG, neurotensine, NTS2, sécrétogranine III, douleur
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I n t r o d u c t i o n
La communication cellulaire est à la base de la vie des organismes pluricellulaires 
en permettant le maintien de l’homéostasie et de la cohésion des cellules. Ce processus 
régit une multitude d'aspects de la vie cellulaire allant des fonctions de base, au contrôle de 
la survie cellulaire, en passant par le développement et la différenciation des tissus jusqu’à 
l’adaptation de l’organisme à son environnement. Pour ce faire, les cellules de l’organisme 
produisent différentes molécules chimiques messagères qui permettent de moduler 
l’activité cellulaire de façon autocrine (sur le même tissu) ou paracrine (sur un tissu 
différent) (Lodish et al., 1995). Pour permettre la reconnaissance de ces différentes 
molécules messagères, les cellules produisent une large variété de récepteurs répartis du 
noyau jusqu’à la membrane plasmique. Ces récepteurs possèdent tous des fonctions 
distinctes selon leur localisation. Au niveau de la membrane plasmique, on retrouve 
plusieurs grandes familles de récepteurs caractérisées par leur fonction et leur structure 
moléculaire comme les récepteurs des cytokines, les récepteurs canaux, les récepteurs 
enzymes (tyrosine kinases, serine/thréonine kinases et guanynyl cyclases) et les récepteurs 
couplés aux protéines G (RCPG) qui ont la particularité en général d ’engendrer une réponse 
cellulaire via l’activation de protéines à activité GTPasique. L ’une des principales 
caractéristiques de ce type de signalisation est la grande variété ainsi que la complexité des 
voies cellulaires utilisées par ces récepteurs afin d ’engendrer de multiples réponses. Chez 
l'humain, les RCPG représentent une des plus grandes familles de récepteurs du génome. 
De plus, on estime que près de 50% des médicaments mis sur le marché agiraient sur la 
régulation de la fonction des RCPG et que 30% les cibleraient directement (Vassilatis et 
al.,; 2003, Jacoby, 2006). La grande importance de cette famille de récepteurs au niveau 
physiologique et pathologique en fait donc une cible pharmaceutique de choix.
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1.1 Les récepteurs couplés aux protéines G
Une grande variété de signaux permet l'activation des RCPG tels que la lumière, les 
ions, les odeurs, les hormones, les peptides ou encore les nucléotides (Lander et al., 2001; 
Venter et al., 2001). Ils sont impliqués dans de nombreux processus physiologiques tels que 
les réponses visuelles, olfactives et gustatives, la régulation des systèmes sympathiques et 
parasympathiques, la neurotransmission, la régulation du système immunitaire ou encore la 
réponse inflammatoire.
Depuis les 30 dernières années des progrès remarquables ont été faits dans le 
domaine de la biologie et de la structure des RCPG entre autres par les travaux de 
Lefkowitz et Kobilka, leur méritant le prix Nobel de chimie en 2012. Des avancées 
notables ont été réalisées dans le clonage du génome humain révélant la taille de la famille 
des RCPG mais aussi nombre de RCPG orphelins. Aussi, il y a de plus en plus d'évidences 
montrant que la régulation et la signalisation de ces récepteurs est beaucoup plus complexe 
qu'envisagée originellement.
Les RCPG présentent une structure commune composée de sept domaines 
transmembranaires (TM) reliés par trois boucles extracellulaires (e l, e2 et e3) et trois 
boucles intracellulaires (il, i2 et i3) (figure 1). Les sept passages transmembranaires sont 
composés essentiellement d’acides aminés hydrophobes qui adoptent une structure 
secondaire en hélice alpha conservant la plus grande homologie entre les divers récepteurs. 
Les structures les plus variables, quant-à-elles, se situent dans l'extrémité C-terminale, dans 
la boucle intracellulaire située entre les domaines transmembranaires 5 et 6 ainsi que dans 
l'extrémité N-terminale (Kobilka, 2007). De par leur topologie, les RCPG présentent leur 
domaine N-terminal du côté extracellulaire et celui-ci est généralement glycosylé. Le 
domaine N-terminal et les boucles extracellulaires sont importants pour la fixation des 
différents ligands au récepteur. Par opposition, l'exposition du domaine C-terminal au 
milieu cytoplasmique en fait une cible idéale pour plusieurs modifications post- 
traductionnelles comme la phosphorylation, la palmitoylation et d'autres modifications 
impliquées dans la régulation étroite de l’activité des RCPG (Lefkowitz, 2004). La 
phosphorylation des récepteurs par certaines kinases est responsable de la terminaison de la
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signalisation, cette modification post-traductionnelle sera traitée plus spécifiquement dans 
la section «Régulation de la signalisation et de l'expression des récepteurs».
Aussi, de nombreux récepteurs de la famille de la rhodopsine possèdent une 
huitième hélice a  dans leur partie C-terminale, parallèle à la membrane plasmique (Huynh 
et al, 2009). Cette structure secondaire reste hypothétique pour la plupart des RCPG. 
Néanmoins, ce modèle est renforcé par diverses expériences de mutagénèse et de 
radiomarquage, mais principalement par l'analyse du récepteur de la rhodopsine.
En 2000, le groupe du Dr. Palczewski a finalement mis à jour la structure 
tridimensionnelle d ’un RCPG suite à la cristallisation du récepteur Rhodopsine. Cette 
cristallisation confirme la structure en forme de baril, prédite au préalable par des études 
sur la bactériorhodopsine (Henderson et Unwin, 1975; Palczewski et al., 2000). En plus du 
récepteur de la rhodopsine, les structures des récepteurs pi- ,  P2- adrénergiques, adénosine 
2A, celle du récepteur de l’opsine et des récepteurs des opiacés ont également pu être 
déterminées. Néanmoins à cause de raisons techniques, il a fallu attendre plusieurs années 
avant que ces autres RCPG soient à leurs tours cristallisés. Les structures obtenues sont 
remarquablement similaires et certains résidus clés dans la fonction ont été retrouvés aux 
mêmes positions malgré les avancements permettant de stabiliser la structure imposée aux 
derniers récepteurs cristallisés (Mustafi et Palczewski, 2009).
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Figure 1: Topologie et structure tridimensionnelle des RCPG. A) Représentation 
schématique de la topologie d ’un RCPG avec ses différents domaines; B) Représentation 
en ruban de la structure tridimensionnelle de la rhodopsine. C) structure du récepteur de la 
rhodopsine du point de vue extracellulaire. Adapté de Warne et al. (2008) et de Latek et al, 
(2012).
1.1.1 La classification des RCPG
Les RCPG étant une famille très large et hétérogène, elle a donc été divisée en 
différentes classes ou familles de récepteurs. Il existe une multitude de façon de classer les 
RCPG. Rapidement, et bien qu'il existe plusieurs autre méthodes de cliassiflcation, on peut 
penser au modèle à trois classes comprenant A, B et C, selon leur similarité de séquence, 
soit respectivement les récepteurs de type rhodopsine, de type glucagon/calcitonine et de 
type glutamate.
Depuis 1999, Bockaert et Pin ont apporté le modèle à 5 classes qui se base à la fois 
sur le mode de liaison du ligand, sur des aspects physiologiques et structuraux des 
récepteurs.
Dans ce modèle, on retrouve cinq grandes familles de récepteurs (1 à 5), basée sur le 
mode de liaison du ligand entre autres, illustré à la figure 2. La famille 1 est subdivisée en 
trois autres sous classes (a, b, c). Les familles ont été définies par rapport à la localisation 
du site de liaison de l'agoniste et par rapport aux séquences en acides aminés des protéines, 
selon les similarités ou les différences. La famille 1 est de loin la plus nombreuse et avec
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les familles 2 et 3, les mieux caractérisées. Pour ce qui est des familles 4 et 5, le couplage 
des protéines G aux récepteurs reste encore à être démontré.
La majorité des RCPG se retrouve dans la famille 1, y compris les récepteurs 
olfactifs, les récepteurs de type rhodopsine et p2-adrénergique. Les membres de la famille 1 
présentent certaines séquences consensus. On retrouve un résidu aspartate dans le second 
domaine transmembranaire, important pour le couplage aux protéines G. Ce résidu est 
important pour le positionnement de la séquence DRY (ou ERW) retrouvée dans la 
deuxième boucle intracellulaire. Aussi, on retrouve deux cystéines sur les boucles 
extracellulaires el et e2 respectivement, formant un pont disulfure. De plus, des acides 
aminés hydrophobes situés dans les domaines VI et VII sont importants pour l'activation. 
(Probst et al, 1992 ; Baldwin, 1993 ; Baldwin, 1994).
La sous-classe la  comprend les récepteurs de petits ligands tels que les aminés et les 
nucléotides ainsi que les stimuli visuels, gustatifs et olfactifs. Les récepteurs prototypes 
pour ce groupe sont les récepteurs (3-adrénergiques et la rhodopsine. On retrouve aussi les 
récepteurs de la neurotensine dans cette classe. Les différents ligands vont se lier à leur 
récepteur respectif dans une cavité ou une poche hydrophobe située entre les sept hélices 
transmembranaires au niveau de points d'ancrage très conservés (Strader et al., 1995).
Dans la sous-classe lb , on retrouve les récepteurs des peptides, de la thrombine et 
de certaines cytokines. La liaison de l'agoniste implique plutôt les parties externes du 
récepteur comme la partie N-terminale, les boucles externes e l ,  e2 et parfois e3 mais aussi 
la partie supérieure des domaines transmembranaires. L'interaction avec le ligand s'effectue 
à l'intérieur d'une cavité similaire à celle proposée pour la famille la  (Trumpp-kalmeyer et 
al., 1995).
La sous-classe le  quand à elle regroupe les récepteurs des grosses hormones 
glycoprotéiques comme la thyrotropine, la lutropine et la follitropine. Le site de liaison est 
principalement localisé dans la partie N-terminale externe. Les récepteurs de cette sous- 
classe ont un domaine N-terminal souvent très long (350-400 acides aminés) et contiennent 
des motifs répétés de 20 résidus riches en leucine. L'activation s'effectue par interaction 
avec les boucles e l et e2 (Fernandez et Puett, 1996).
La famille 2 comprend un nombre plus restreint de récepteurs pour des hormones 
peptidiques plutôt grosses telles que le glucagon, le PACAP (Pituitary adenylate cyclase-
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activating polypeptide), le VIP (vasoactive intestinal peptide) ou la sécrétine. Le site de 
liaison se trouve lui aussi au niveau du domaine N-terminal et au moins la boucle e l ,  peut- 
être aussi le TMI (Pantaloni et al, 1996).
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Figure 2: Classification des RCPG. Représentation schématique de la structure générale 
des RCPG et des interactions entre le ligand et le récepteur. La classification des RCPG 
selon le modèle des cinq familles tient compte de deux critères principaux: la séquence 
primaire du récepteur et la localisation du site de liaison de l'agoniste (Bockaert et Pin, 
1999)
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La famille 3 contient les récepteurs métabotropiques du glutamate (m üluR) et un 
récepteur sensible au calcium (CaR) ainsi que les récepteurs de type B de l'acide y- 
aminobutyrique (GABAb). De plus, cette famille contient une sous famille de récepteurs 
aux phéromones des vertébrés (V R l,G o VNi,  Go VN2 ) exprimés au niveau de l'organe 
voméronasal (Herrada et Dulac, 1997, Matsunami et Buck, 1997). Le site de liaison des 
ligands se retrouve entre deux lobes formés par le repliement du domaine N-terminal.
Les récepteurs de la famille 4 ont été identifiés par le clonage d'un certain nombre 
de récepteurs exprimés dans les neurones sensoriels de l'organe voméronasal (V N 1, VN4, 
VN6). Ces récepteurs sont couplés à la protéine Gi (Dulac et Axel, 1995).
Finalement, dans la famille 5 on retrouve des récepteurs homologues à "frizzled" et 
"smoothened" qui ont tout d'abord été identifiés comme des gènes impliqués dans le 
développement de la drosophile. Chez les vertébrés, l'équivalent de "smoothened" est 
vSmo.
1.1.2 Trafic des récepteurs
L'expression des RCPG à la membrane plasmique est dynamique et est régulée par 
une multitude de processus qui permettent d'ajuster la réponse aux stimuli externes. Les 
événements qui modulent le trafic intracellulaire ou le parcours des récepteurs vers la 
membrane plasmique précédant la stimulation par un agoniste peuvent aussi affecter la 
fonctionnalité des récepteurs et la réactivité cellulaire. Les processus généraux de la 
synthèse et du trafic des récepteurs couplés aux protéines G sont illustrés à la figure 3.
1.1.2.1 Biosynthèse des récepteurs
Les RCPG doivent suivre un processus continuel de maturation où les protéines 
partent du réticulum endoplasmique (RE) vers la membrane cellulaire par des mécanismes 
hautement conservés. Seules les protéines bien repliées seront exportées du RE vers le 
complexe du Golgi où elles pourront subir des modifications post-traductionnelles comme 
la glycosylation.
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La synthèse et le trafic de récepteurs fonctionnels pouvant être exprimés à la 
membrane et actifs ont été démontrés comme se produisant par le biais de multiples 
protéines régulatrices (Morcllo et a l, 2000, Brady et Limbird, 2002, Tan et al, 2004). Suite 
à la synthèse par les ribosomes, une grande variété de protéines chaperonnes, tel que 
RAMP (receptor-activity-modifying protein), la calnexine et la calreticuline, entre autres, 
sont impliquées dans le repliement ou l'exocytose vers la membrane plasmique (ou les 
deux) de certains RCPG (Foord et Marshall, 1999). Certains composés chimiques (ou 
chaperonnes chimiques) ont aussi été rapportés comme pouvant secourir des protéines 
mutantes retenues au niveau intracellulaire. Par exemple, l'utilisation de l’acide 4- 
phénylbutyrique mène à la sécrétion de la protéine al-antitrypsine autant in vitro qu 'in vivo 
(Burrows et al, 2000). Les chaperonnes vont donc favoriser le repliement correct des 
récepteurs, cette absence de repliement entrainera l’adressage des récepteurs vers des voies 
de dégradation. Seuls les récepteurs bien repliés sont envoyés au niveau du Golgi où les 
protéines pourront continuer leur maturation en subissant des modifications post- 
traductionnelles telles que la phosphorylation, la N-glycosylation, la palmitoylation, 
l'acylation, la formation de ponts disulfure, e tc... (Bokaert et Pin, 1999; Tan et a l, 2004; 
Drake et a l ,2006)
17
Key:
G PCR
Q  Neuropeptide 
U  Agonist
LDCV/
Endoptasmic
réticulum
fR F N O S  >n Phêrmétoobgic/té S a * n c* 3
Figure 3: Vue d'ensemble des mécanismes de la synthèse au trafic des RCPG. (1) La
protéine native est synthétisée et assemblée dans le réticulum endoplasmique. (2) La 
protéine repliée migre vers le complexe du Golgi, où elle subit des modifications post- 
traductionnelles (ex: glycosylation) pour former un récepteur mature. Suite à la maturation, 
le récepteur est dirigé vers (3)(i) la voie de sécrétion constitutive ou (3)(ii) la voie régulée, 
pour son transport vers la membrane plasmique. (4) Transport et expression du récepteur à 
la membrane plasmique. Le transport via les vésicules à corps dense (LDCV) (neurones) ou 
granules de sécrétion, nécessite un signal extérieur pour la fusion à la membrane des 
vésicules. Le récepteur est fonctionnel, et suite à sa liaison avec le ligand, il y a dissociation 
des protéines G menant à différentes cascades d'effecteurs. (5) Le complexe ligand- 
récepteur est ensuite intemalisé par la machinerie d ’endocytose. (6) Le récepteur sera alors 
envoyé (6)(i) aux lysosomes pour la dégradation ou (6)(ii) recyclé à la membrane 
plasmique. (7) Le récepteur est alors de nouveau fonctionnel. (Tiré de Cahill et al., 2007)
1.1.2.2 Adressage des récepteurs vers la membrane plasmique
Suite à sa synthèse dans le réticulum endoplasmique et à sa maturation au niveau de 
l'appareil de golgi, le récepteur sera normalement adressé à la membrane. À la sortie du 
réseau trans-golgien, les protéines sont réparties entre les voies de sécrétions constitutives 
et régulées (figure 4). Bien qu'il y ait peu d'informations, il est admis que les RCPG seraient 
exportés de l’appareil de Golgi vers la membrane plasmique via la voie de sécrétion 
constitutive, néanmoins quelques exceptions ont été rapportées tel que les récepteurs 
opioïdergique delta, (f2-adrénergique et sérotoninergique 1D (Zhang et al, 2010). Ces 
récepteurs interagiraient avec diverses protéines de la voie de sécrétion régulée. Par
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exemple, le récepteur opioïdergique delta interagit avec la prohormone de la substance P 
(protachykinine), retrouvée dans la voie de sécrétion régulée (Zhang et a i, 2005).
Les récepteurs membranaires nouvellement synthétisés sont habituellement 
transportés dans les vésicules de la voie de sécrétion constitutive et insérés à la membrane 
lors de la fusion durant l'exocytose spontanée. Cette voie est caractérisée par un flux 
constant de vésicules de transport partant de la face trans du Golgi et rejoignant la 
membrane plasmique avec laquelle elles vont fusionner. Ce flux de vésicules assure ainsi le 
renouvellement des constituants protéiques de la membrane plasmique, dont les récepteurs 
et les lipides. Le contenu vésiculaire fait de protéines solubles telles que les protéoglycanes 
et glycoprotéines de la matrice extracellulaire, enzymes et/ou molécules de signalisation, 
notamment cytokines et facteurs de croissance, est déversé de façon continue dans l’espace 
extracellulaire (Zhang et al., 2010).
newly synthesized 
soluble protems 
for constitutive 
sécrétion
CYTOSOl \  1XTMC1U.UUMH VOCE
trans 
Golgi 
network
newty synthesized plasma 
membrane liptds
unreguiated
membrane
fusion
newty synthesued plasma 
membrane protêt n
CONSTITUTIVE 
% SECRETORY
\  f  PATHWAY
S
intracellular 
signaling pathway
Golgi apparatus
secret ory veste le 
stoong secretory 
proterns
lia
REGULATED
SECRETORY
PATHWAY
Figure 4: Voies de sécrétions cellulaires. Représentation schématique des voies de 
sécrétion constitutives et régulées. (Tiré de: Molecular Biology o f  the Cell. 4th édition. 
Alberts B, Johnson A, Lewis J, et al.)
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La voie de sécrétion régulée quant à elle, est propre aux cellules sécrétrices telles 
que les cellules endocrines, exocrines, neuroendocrines et neuronales. Alors que la 
sécrétion constitutive est continue, pour certaines molécules biologiquement actives, il est 
préférable que ce processus soit hautement régulé et couplé à un signal particulier tel que 
l'exposition des cellules à un sécrétagogue spécifique ou une dépolarisation (Kelly, 1985). 
Dans cette voie, on retrouve notamment des hormones, des facteurs de croissance, des 
neuropeptides et neurotransmetteurs ou encore des enzymes et des catécholamines 
(Bartolomucci et al., 2011). Le tri des différentes protéines vers cette voie se fait de 
différentes façons, entre autre par des récepteurs qui contrôlent l'entrée dans la voie régulée 
(tri par entrée) ou encore par condensation progressive des protéines sécrétoires dans le 
granule immature, pendant la maturation (tri par rétention) (Arvan et Castle, 1988; 
Dikeakos et Reudelhuber, 2007; Park et Loh, 2008). Une famille de protéines est connue 
pour participer au tri des différents peptides, protéines ou molécules vers la voie de 
sécrétion régulée, la famille des Granines.
Cette famille comprend les chromogranines (chromogranines A et B), les 
sécrétogranines (sécrétogranines II et III) et des protéines associées additionnelles (7B2, 
NESP55, proSAAS, et VGF). Ces protéines jouent un rôle essentiel dans la voie de 
sécrétion régulée. Elles sont responsables de la délivrance contrôlée de peptides, des 
hormones, neurotransmetteurs, et facteurs de croissance.
Les granines sont constitués d'une seule chaine polypeptidique formée 
d'approximativement 180 à 700 résidus. Ces protéines ont tendance à former des agrégats 
dans le milieu légèrement acide et à haute teneur en calcium des granules de sécrétion. De 
plus, elles interagissent avec des composants des granules de sécrétion tels que les 
catécholamines, la sérotonine et l'histamine entre autres suggérant un rôle dans le tri des 
protéines vers cette voie en permettant la condensation des peptides et hormones par co- 
agrégation (Meldolesi et al., 2004). En plus de permettre l'agrégation des protéines, les 
granines joueraient un rôle dans la biogénèse et la formation des granules de sécrétion 
(Prasad et al., 2008). En effet, l'ajout de protéines membres de cette famille permet la 
formation de compartiments vésiculaires dans des lignées cellulaires pourtant jugées 
comme ne possédant pas de voie de sécrétion régulée (Beuret et al., 2004, Bartolomucci et 
al. 2011).
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Les protéines de la famille des granines sont aussi clivées par des enzymes formant 
des peptides dérivés qui joueraient un rôle dans la modulation de la sécrétion des peptides, 
hormones et neurotransmetteurs (Taupenot et al, 2003; Bartolomucci et a l, 2011).
Les granules de sécrétion peuvent être stockés pendant plusieurs jours avant d'être 
finalement transportés à la membrane (Michael et ai, 2006). Le signal conduisant à la 
sécrétion est en général une hormone ou un neurotransmetteur, qui s’associe à son récepteur 
au niveau de la membrane de la cellule sécrétrice. Cette interaction ligand-récepteur 
déclenche alors une cascade d’événements intracellulaires dont une augmentation du Ca2+ 
cytosolique qui entraîne la fusion des granules de sécrétion à la membrane plasmique 
permettant ainsi la libération de son contenu. (Bartolomucci et ai, 2011).
1.1.3 Régulation de la signalisation et de l'expression des récepteurs
Les réponses cellulaires engendrées par ces RCPG sont généralement rapidement 
atténuées par la mise en place de mécanismes opérant à différents niveaux de la cascade de 
signalisation. Ces mécanismes qui conduisent à l'inactivation des RCPG sont multiples à 
l'instar de leur grande diversité observée pour les ligands, les récepteurs et les protéines G 
(figure 5).
1.1.3.1 La suppression de l'agoniste du milieu extracellulaire
La première étape de désensibilisation du récepteur concerne plutôt le ligand. Un 
premier mécanisme de contrôle implique la recapture du ligand de l'espace extracellulaire 
par des transporteurs spécifiques tel que GAT-1 pour l’acide y-aminobutyrique, ce qui 
permettra la réutilisation du ligand lors d'un stimulus subséquent ou sa dégradation par des 
enzymes intracellulaires. Le second mécanisme implique la dégradation du ligand 
directement dans l'espace extracellulaire par des enzymes sécrétés ou membranaires, 
comme par exemple dans le cas de l'acétylcholine où cette dernière est dégradée en choline. 
Elle pourra alors être capturée par les transporteurs ainsi servir à la production de nouvelles 
molécules d'acétylcholine (Bôhm et ai, 1997). En général l'affinité des enzymes pour leur 
substrat peptidique est faible (environ 50 pM) comparé à l'affinité des neuropeptides pour
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leur récepteur (nM). Néanmoins, la forte concentration d'enzymes et leur localisation au 
voisinage des récepteurs viennent compenser cette différence, ce qui permet la dégradation 
des peptides. Contrairement à la spécificité de l'acétylcholinestérasc, les peptidases peuvent 
dégrader plusieurs peptides. Par exemple, l'endopeptidase-24,11 a plusieurs substrats tels 
que les enképhalines, la substance P, la bradykinine, la neurotensine et de nombreux autres 
peptides (Grady et al., 1997).
1.1.3.2 Désensibilisation des RCPG
Le deuxième niveau de régulation négative des RCPG affecte directement le 
récepteur. Cette inactivation du récepteur est la conséquence de la phosphorylation de 
l'extrémité C-terminale et de la boucle i3 du récepteur par deux classes de protéines 
serine/thréonine kinases. La première classe implique les kinases des récepteurs couplés 
aux protéines G (GRK) pour la désensibilisation homologue. La seconde classe de 
protéines fait intervenir des kinases activées par différents seconds messagers comme 
l'AMPc pour la protéine kinase A (PKA), le GMPc pour la protéine kinase G (PKG) et le 
calcium pour certaines isoformes de la protéine kinase C (PKC) lors de la désensibilisation 
hétérologue (Ritter et Hall, 2009, Ferguson, 2001).
1.1.3.3 La désensibilisation homologue
Un processus de désensibilisation qui impliquait la phosphorylation de récepteurs 
activés par une kinase spécifique a été révélé par des études sur le récepteur de la 
rhodopsine et du récepteur P2-adrénergique. Ces études ont mené à la découverte de la 
Rhodopsin-kinase et de la f3-adrenergic receptor kinase ((3-ARK1) maintenant connues 
sous les noms respectifs de GRK1 et GRK2. Les GRK sont impliquées lors de la 
désensibilisation homologue qui nécessite la liaison spécifique du ligand à son récepteur, 
c'est donc un processus agoniste dépendant. On compte 7 GRK (GRK1-7), qui diffèrent 
principalement au niveau de leur extrémité C-terminale, région impliquée dans la 
translocation du cytoplasme vers la membrane. Le modèle actuel implique la 
phosphorylation de la queue C-terminale et des boucles intracellulaires des RCPG par une
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GRK suite à la liaison du ligand au récepteur. La phosphorylation du récepteur provoque le 
recrutement de protéines telles que l'arrestine qui régule négativement le couplage de la 
protéine G à son récepteur. Plusieurs modèles de mécanismes par lesquels les GRK 
régulent l'état d'activation des récepteurs ont été proposés, mais la variabilité des domaines 
d'interaction avec la membrane plasmique, la complexité structurale des GRK et l'existence 
de multiples facteurs de régulation complexifient le mécanisme d'action des GRK 
(Ferguson et a l, 1996a; Ritter et Hall, 2009,).
On retrouve six arrestines différentes pouvant être divisées en quatre sous-groupes 
basés sur leur homologie de séquence et leur distribution tissulaire. Tout d'abord, il y a 
l'arrestine visuelle ou antigène S localisée dans les cellules en bâtonnet découverte grâce à 
son interaction avec la rhodopsine (Kuhn et a l, 1984). Ensuite, la p-arrestine ou P~ 
arrestine 1 et la p-arrestine 2 tirant leur nom de leur rôle dans la désensibilisation du 
récepteur P2-adrénergique (Lohse et al., 1990; Attramadal et a l, 1992). Ces deux arrestines 
sont exprimées de façon ubiquitaire mais surtout dans les tissus lymphatiques, neuronaux et 
la rate. Ensuite, l'arrestine-C présente dans les cellules en cônes (Murakami et a l, 1993; 
Craft et a l, 1994). Et finalement, les arrestines-D et -E dont la séquence n'est que partielle 
et dont l'expression tissulaire semble plutôt diffuse (Craft et al, 1994; Fergusson et al, 
1996; Fergusson et Caron, 1998).
La première fonction des arrestines est de provoquer la fin de la signalisation par les 
RCPG. La phosphorylation du récepteur par les GRK favorise le recrutement d'une 
arrestine au récepteur, ce qui va bloquer l'interaction entre le récepteur et les protéines G, 
de façon stérique (Pierce, 2002). Les arrestines seraient donc les compétitrices directes des 
protéines G pour le récepteur activé et cette compétition, produite par la superposition de leurs 
sites de liaison, serait la clé de l’arrêt de la signalisation des protéines G et de la 
désensibilisation des récepteurs (Krupnick et al, 1997).
1.1.3.4 Désensibilisation hétérologue
On parle de désensibilisation hétérologue lorsque la désensibilisation se fait par les 
kinases seconds messagers, avec les protéines kinases A et C par exemple. Ces Kinases 
interviennent suite à l'activation d'un autre récepteur que ce soit un RCPG ou autre type de
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récepteurs. Ce découplage, généralement indépendant de l'agoniste, implique la
intracellulaire (généralement i3) différents de ceux phosphorylés par les GRK. Les 
mécanismes menant au découplage fonctionnel entre le récepteur et la protéine G couplée à 
celui-ci sont encore aujourd'hui peu élucidés (Claing et al., 2002, Yuan et al., 1994).
Figure 5: Désensibilisation, internalisation et recyclage des RCPG.) Rôle des p- 
arrestines dans la désensibilisation, la séquestration et le trafic intracellulaire des RCPG. La 
désensibilisation homologue des RCPG (1) résulte de la liaison des P-arrestines (P-arr) au 
récepteur occupé par l'agoniste suite à la phosphorylation du récepteur par les GRK. Le 
récepteur est ensuite intemalisé via les puits tapissés de clathrines (2). Une fois intemalisés, 
les RCPG présentent deux profils distincts d'interaction avec la p-arrestine. Les RCPG de 
classe A, comme le récepteur adrénergique P2, se dissocie rapidement de la P-arrestine. Ces 
récepteurs sont envoyés vers les endosomes, dans lesquels le ligand est dissocié et le 
récepteur déphosphorylé et sont ensuite recyclés vers la membrane plasmique (3). Les 
récepteurs de classe B comme le récepteur de l'angiotensine II AT la , forment des 
complexes récepteurs P-arrestine stables. Ces récepteurs s'accumulent dans des vésicules 
d'endocytose et sont des cibles pour la dégradation ou sont lentement recyclés à la 
membrane par des voies encore mal définies. (Tiré et adapté de Luttrell et Lefkowitz, 2002
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1.1.3.5 Internalisation des RCPG
La désensibilisation des RCPG par la phosphorylation par les GRK ou les kinases à 
seconds messagers mène très souvent à l'intemalisation des récepteurs. L ’internalisation des 
RCPG est une étape importante de la signalisation des récepteurs, car elle est nécessaire à la 
dégradation ou à la resensibilisation des récepteurs (Ferguson, 2001). En effet, sauf 
exception, les récepteurs ne peuvent être resensibilisés et déphosphorylés s’ils restent 
présents à la membrane plasmique. Ils doivent donc absolument passer par l’étape de 
l’intemalisation pour être dirigés vers les endosomes. Ils peuvent ensuite être dirigés vers 
les lysosomes où ils seront dégradés. Néanmoins, plusieurs récepteurs peuvent être recyclés 
à la membrane plasmique. Il y aura donc dissociation du ligand et déphosphorylation du 
récepteur au niveau des endosomes. Les récepteurs pourront ensuite être redirigés vers la 
membrane pour un autre cycle de signalisation. Les deux principaux mécanismes 
d ’intemalisation des RCPG sont l’intemalisation par des puits tapissés de clathrines et 
l ’intemalisation par des compartiments lipidiques de type cavéole.
Tout d'abord, dans le processus d'intemalisation par les puits de clathrines, la p- 
arrestine joue un rôle crucial. Elle ne sert pas uniquement à empêcher l’accès de la protéine 
G au récepteur, elle est aussi en partie responsable de l’intemalisation de ce dernier. Entre 
autres, grâce à sa capacité à échafauder des complexes multi-protéiques nécessaires à 
l ’intemalisation par les puits de clathrines. Suite à l’activation de la P-arrestine par la 
conformation active (et phosphorylée) du récepteur, la P-arrestine interagit avec trois autres 
types de protéines : la chaine lourde des clathrines (Goodman et a l, 1996), la sous-unité 
P2-adaptin de la protéine adaptatrice 2 (AP-2) (Laporte et al., 1999) et des 
phosphoinositides (phospholipides de la membrane plasmique) (Gaidarov et al., 1999). 
L ’accumulation de clathrines autour de ce complexe de protéines permet la formation de 
puits dits de clathrines qui s ’invaginent dans la cellule. Après leur formation, les puits sont 
refermés à la surface par la dynamine, une large GTPase, et sont ensuite libérés dans le 
cytoplasme. Les vésicules tapissées de clathrine ainsi formées sont ensuite dirigées vers les 
endosomes de triage où les récepteurs pourront être recyclés ou envoyés vers les lysosomes 
pour y être dégradés (Pierce et al., 2002). Il est intéressant de noter que les p-arrestines 
peuvent aussi initier de nouvelles cascades signalétiques à l ’intérieur de la cellule après
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l'endocytose, par exemple, en recrutant et en activant des MAPKs au niveau des vésicules 
d ’endocytose (Ritter et Hall, 2009).
Les cavéoles sont des compartiments lipidiques riches en cavéolines et en 
cholestérol formant de petites invaginations de la membrane plasmique. Les mécanismes 
qui dirigent certains RCPG vers ces microdomaines sont peu connus, mais il a été observé 
que l'utilisation d'agents de perturbation des cavéoles comme des agents liant le cholestérol 
prévient l'intemalisation des récepteurs des endothélines (ETb) et des récepteurs du VIP 
(Claing et al, 2002). Une particularité intéressante des cavéoles est que plusieurs 
composants de la signalisation des RCPG tels que plusieurs protéines G et adénylyl 
cyclases, s'y retrouvent. Cela indique que les cavéoles pourraient agirent en tant que 
radeaux lipidiques qui compartimentalisent la signalisation en permettant de rassembler 
différents composants des cascades de signalisation (Smart, 1999).
1.2 Les récepteurs de la neurotensine
La neurotensine (NT) est un peptide de 13 acides aminés isolé pour la première fois 
d'un hypothalamus de bovin en 1973, et elle doit son nom à ses propriétés hypotensives 
(Carraway et Leeman, 1973). Seul les 6 derniers acides aminés du peptide, présenté à la 
figure 6, sont nécessaires à son activité biologique (Rostène et Alexander, 1997).
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Figure 6: Séquence peptidique de la neurotensine. La partie C-terminale du peptide, en 
rouge, correspond aux six acides aminés requis pour l'activité biologique de la 
neurotensine.
La neurotensine se retrouve autant en périphérie qu'au niveau du système nerveux 
central. En périphérie, elle agit comme hormone, principalement dans le tractus gastro­
intestinal. Au niveau du système nerveux central, elle agit comme neurotransmetteur et 
comme neuromodulateur (Carraway et Leeman, 1976; Mustain et a l, 2011). La 
neurotensine est retrouvée uniquement dans les neurones et est stockée dans les vésicules à 
corps dense (Bisette et Nemeroff, 1995; Stolakis et al., 2009). Ce peptide a de nombreuses 
propriétés physiologiques par exemple: la thermorégulation, la régulation du système
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dopaminergique, l'inhibition de la prise alimentaire, la modulation d'une multitude 
d ’hormones relâchées par l'hypophyse et l'analgésie opioïde-indépendante qui sont 
étroitement liées à sa localisation. Néanmoins, dans cette étude, nous nous intéresserons 
plus particulièrement à ses effets analgésiques.
La neurotensine se lie principalement à trois récepteurs. Les deux premiers, N T S 1 et 
NTS2, sont des récepteurs couplés aux protéines G tandis que le récepteur NTS3 appartient 
à une autre famille de récepteurs, les récepteurs membranaires de type 1, possédant un seul 
domaine transmembranaire. NTS3 est 100% homologue à la gp95/sortiline (Vincent et al, 
1999) et n'a pas de rôle connu dans l'analgésie. Depuis 2001, un quatrième récepteur, 
NTS4, plus connu comme SorLA/LRn, une protéine mosaïque, a été cloné et séquencé 
(Jacobsen et al, 2001). Comme le récepteur NTS3, NTS4 est un récepteur à un seul 
domaine transmembranaire et semble impliqué dans l'internalisation des récepteurs et dans 
la dégradation des ligands (McMahon et al., 2002; Dobner, 2005). Les rôles physiologiques 
de ce récepteur sont toutefois très peu connus (Kleczkowska et Lipkowski, 2013). 
Cependant, notre intérêt se porte plutôt sur les deux récepteurs couplés aux protéines G, 
NTS1 et NTS2.
1.2.1 Le récepteur NTS1
Le récepteur NTS1 a été cloné et caractérisé au début des années 1990 chez le rat puis 
ensuite chez l'humain (Tanaka et al, 1990; Vincent, 1992; Vita et al., 1993). Il est composé 
de 424 acides aminés chez le rat et de 418 chez l'humain pour un poids moléculaire 
d'environ 47 kDa (figure 7). Les récepteurs de rat et d'humain sont identiques à 84% 
(Tanaka et al, 1990; Tyler -McMahon et a l, 2000). De plus, NTS1 est considéré comme 
le récepteur de haute affinité de la NT puisqu'il possède une affinité élevée de 0,1 à 0,3 nM 
(Vincent et al, 1999).
27
& <g@<SK3>D©<E^
<P ® '%<Â ® î
rS)®<S)Cvi
2__._ (Ri
Figure 7: Représentation serpentine du récepteur NTS1. (E) boucles extracellulaires, (I) 
boucles intracellulaires et les domaines transmembranaires sont numérotés. Les sites de 
glycosylation sont représentés par (Y).
1.2.1.1 Distribution du récepteur
Des immunobuvardages de type Northern ont montré que l’ARN messager (ARNm) 
du récepteur NTS1 était exprimé dans les intestins et le cerveau du rat (Tanaka et al., 1990) 
et de l'humain (Vita et ai, 1993). Au niveau du système nerveux central, l'ARNm et la 
protéine du récepteur N TS1 sont exprimés dans différentes régions mais davantage dans la 
substance noire, la VTA, le septum latéral, dans le noyau du lit de la strie terminale et des 
cortex préfrontal, cingulé, insulaire et suprarhinal (Alexander et Leeman, 1998; Fassio et 
al., 2000; Sarret et al., 2003a).
De plus, on retrouve le récepteur NTS 1 au niveau des ganglions de la racine dorsale 
(DRG) de petit et moyen diamètre et au niveau des neurones des cornes dorsales de la 
moelle épinière, principalement (Roussy et a l, 2008).
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1.2.1.2 Fonctions physiologiques
La vaste majorité des effets connus de la neurotensine sont induits via le récepteur 
NTS1 en raison de sa distribution et de ses multiples voies de signalisation (Souazé et 
Forgez, 2006). De plus, les effets physiologiques du récepteur NTS1 concordent avec sa 
localisation. En effet, il a été démontré que l'action de la neurotensine sur le récepteur 
NTS1 avait des effets sur la locomotion, la mémoire, la cognition, le rythme circadien et le 
cycle éveil-sommeil, tout comme la régulation des fonctions hypothalamo-hypophysaires.
Le récepteur NTS1 est le principal récepteur impliqué dans les effets d'hypothermie 
et d'hypolocomotion provoqués par la neurotensine (Remaury et al., 2002). Son rôle dans 
l'analgésie induite par la neurotensine a été montré dans des modèles de douleur aiguë, 
tonique (Roussy et al., 2008) et neuropathique (Guillemette et al., 2012). Par exemple, lors 
du test de la plaque chaude où un animal est déposé sur une surface chaude jusqu'à 
l ’apparition de comportements douloureux comme le léchage des pattes ou les 
sautillements, l'injection i.c.v. de neurotensine entraine une réponse analgésique autant chez 
les rats que chez les souris de type sauvage, contrairement aux animaux déficients pour le 
gêne du récepteur NTS1 (Tyler et al., 1998; Pettibone et al., 2002). D'autres recherches ont 
montré, à l'aide du test de retrait de la queue où la queue de l'animal est placée dans un bain 
d'eau chaude jusqu'au réflexe de retrait, qu'une microinjection supraspinale d'un antagoniste 
liant préférentiellement le récepteur NTS1 à faible dose, le SR48692, renverse l'effet 
antinociceptif de la NT (Smith et al., 1997; Urban et Gerbhart, 1997). Dans une autre étude, 
cette observation a été obtenue lors du même test par l'utilisation de la NT ou d'un agoniste 
sélectif du récepteur NTS1, le PD149163, injecté dans la medulla rostro-ventrale où 
l'analgésie induite était bloquée par le SR48692 (Bhuler et al., 2005).
1.2.1.3 Voies de signalisation
Les voies de signalisation du récepteur NTS1 ont été plus étudiées et sont mieux 
connues que celles du récepteur NTS2. La liaison de la NT au récepteur NTS1 mène à 
l'activation de différentes voies de signalisation impliquant l'inositol phosphate, l'AMPc, le
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GMPc, le calcium et les MAPK comme ERK1/2 et NF-kB (Vincent et a i, 1999; Kitabgi, 
2006,).
11 a été montré que le récepteur NTSÎ était lié à plusieurs protéines G, selon le type 
cellulaire étudié, engendrant une variété de cascades de signalisation. Plusieurs systèmes 
utilisés pour l'étude de la signalisation du récepteur N TSI mènent aux mêmes événements 
intracellulaires tels que l'activation de la phospholipase C, la production d'inositol 
phosphate et la mobilisation de calcium. Donc, le récepteur NTSI serait principalement 
couplé à la protéine Gq/11 (Kitabgi, 2002). NTSI peut aussi être couplé à la protéine Gi/o, 
ce qui provoque l'activation de la phospholipase A2 ou encore, inhibant l'adénylate cyclase. 
Enfin, le récepteur est aussi couplé à la protéine Gs, provoquant l'activation de l'adénylate 
cyclase. La voie de signalisation par les MAPK ERK1/2, contrairement au récepteur NTS2, 
est activée suite à la liaison du ligand et ne nécessite pas qu'il y ait internalisation du 
récepteur (Law et ai, 2012).
1.2.1.4 Cinétique d'internalisation
Pour les RCPG, la désensibilisation cellulaire est un mécanisme commun et il 
survient suite à l'exposition de l'agoniste (Fergusson, 2001). Après une exposition de courte 
durée d'une concentration élevée de neurotensine, le récepteur NTS 1 est activé, découplé et 
intemalisé, ce qui laisse la cellule dans un état désensibilisée. En effet, environ 60% des 
récepteurs NTSI sont intemalisés suite à leur interaction avec leur ligand (Vincent et ai, 
1999).
L'intemalisation du récepteur NTSI suit un processus dépendant des clathrines 
puisque l'intemalisation est bloquée lorsque les cellules sont traitées avec une concentration 
hypertonique de sucrose et une déplétion de potassium (Beaudet et a i, 1988; Vandenbulcke 
et ai, 2000).
Le destin du récepteur NTSI suite à son internalisation varie en fonction du type 
cellulaire, de la dose et du temps d'exposition de l'agoniste. Néanmoins, il est accepté 
qu'une fois au niveau intracellulaire, le complexe NT-NTS1 se dissocie. Le récepteur NTSI 
est alors dégradé dans les lysosomes alors que la NT est transportée par les endosomes 
tardifs et/ou de recyclage vers l'appareil de Golgi (Vandenbulcke et a i, 2000). NTSI lie
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avec une forte affinité les P-arrestines 1 et 2 provoquant un délai de la déphosphorylation 
du récepteur et conséquemment, un délais dans la resensibilisation et la promotion du 
récepteur vers la voie de dégradation (Oakley et al, 2000). La resensibilisation de la cellule 
proviendrait de la synthèse de novo du récepteur (Donato et al., 1993; Hermans et al., 
1997). Néanmoins, le possible recyclage du récepteur NTSI reste controversé et dépendrait 
du type cellulaire (Law et al., 2012).
1.2.2 Le récepteur NTS2
Le récepteur NTS2 a tout d'abord été cloné par homologie avec le récepteur NTSI 
de souris et de rat (Chalon et al., 1996; Mazella et al, 1996) suite à la découverte du 
récepteur NTS 1. Le récepteur NTS2 a été découvert suite à l'observation d'un site de haute 
et un de basse affinité lors d'expériences de radioliaison sur des homogénats de cerveaux de 
rat (Mazella et a l, 1983).
Le récepteur NTS2 est constitué de 416 acides aminés chez le rat et de 410 chez 
l'humain (Vincent et al, 1999) pour un poids moléculaire d'environ 45 KDa (Sarret et al.,
2005). Tel que présenté à la figure 8, le récepteur NTS2 possède une partie N-terminale 
plus courte que celle du récepteur N TSI. Mais, sa troisième boucle intracellulaire et sa 
partie C-terminale sont plus longues. Toutefois, malgré ces différences de structures, les 
deux récepteurs sont identiques à 43% et homologues à 64% (Vincent et al., 1999; 
Kleczkowska et Lipkowski, 2013). Le récepteur NTS2 présente aussi un variant fonctionnel 
à 5 domaines transmembranaires, suite à un épissage alternatif, qui ne fait que 281 acides 
aminés. Ce récepteur, s’exprime à la membrane plasmique. Toutefois, les effets 
physiologiques de ce variant ne sont pas connus. (Perron et a l, 2005).
NTS2 est considéré comme le récepteur de faible affinité puisque son affinité pour 
la neurotensine, bien qu'elle soit forte, est 10 fois moindre que pour le récepteur NTS 1, soit 
environ 2-4 nM. Le récepteur NTS2 diffère du récepteur NTSI par sa reconnaissance 
sélective de la lévocabastine, un antagoniste non peptidique du récepteur histaminique H l. 
La lévocabastine inhibe de façon sélective la liaison de la neurotensine au récepteur NTS2 
sans toutefois affecter sa liaison au récepteur NTSI (Gendron et al., 2004). Aussi, le
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récepteur montre une affinité moindre (IC50=300 nM) que NTSI (IC50=5,6 nM) pour 
l'antagoniste SR48692 (Gully et al, 1993).
N TSI
424
Figure 8: Comparaison des séquences des récepteurs NTSI et NTS2. Le récepteur 
NTSI est identifié en bleu. Les résidus conservés entre les deux récepteurs sont indiqués en 
vert. Les régions significativement différentes entre NTSI et NTS2 sont indiquées en jaune 
soit e l ,  i3 et i4. Le site de liaison du sodium (N TSI) est montré en noir (Asp 113). En rose, 
les résidus impliqués dans la liaison de la neurotensine et en orange, ceux du SR48692 et en 
rouge les acides aminés communs aux deux ligands. En violet, on note les résidus 
importants pour l'intemalisation de N TSI. La troisième boucle intracellulaire (i3) de N TSI, 
essentielle pour le couplage à la phospholipase C est indiquée en gris. Les sites de 
glycosylation sont indiqués par Y (Tiré de Vincent et al., 1999).
1.2.2.1 Distribution du récepteur
NTS2 est un récepteur très largement distribué dans le cerveau du rat adulte. 
L'ARNrn et la protéine du récepteur NTS2 sont fortement exprimés dans le bulbe oifactif, 
l'amygdale, le noyau thalamique antérieur, le noyau du lit de la strie terminale, la substance 
noire, la VTA, le cortex cérébral et celui du cervelet ainsi que de l'hippocampe (Mazella et 
al, 1996; Sarret et al, 1998 ; Sarret et al, 2003a). On retrouve de plus fortes
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concentrations de NTS2 au niveau du tronc cérébral et dans des structures telles que la 
substance grise périaqueducale, le noyau raphé dorsal, le raphé magnus, les noyaux 
paragigantocellulaires; structures impliquées dans le contrôle de la douleur (Sarret et al, 
2003a).
Il était préalablement admis que le récepteur NTS2 soit associé aux cellules gliales. 
En effet, l'ARNm et les études de radioliaison montrent une association avec les astrocytes 
autant in vitro qu 'in vivo. L'expression gliale de NTS2 était basse sous conditions basales 
mais était largement augmentée dans les astrocytes activés entourant une lésion corticale, 
suggérant que le récepteur NTS2 pouvait jouer un rôle dans la régulation de la réponse 
inflammatoire et la régénération neuronale (Nouel et al., 1999). Malgré son expression dans 
les cellules gliales, le récepteur NTS2 est majoritairement exprimé au niveau neuronal. Ce 
récepteur est retrouvé de façon prédominante au niveau des dendrites (Kleczkowska et 
Lipkowski, 2013). De plus, il est exprimé autant de façon pré-synaptique que post- 
synaptique (Sarret et a i, 2002).
Le récepteur NTS2 est aussi abondant dans la corne dorsale de la moelle épinière 
(lamina I et II principalement) ainsi que dans les ganglions de la racine dorsale. On le 
retrouve principalement dans les neurone de petit et de large diamètres et peu au niveau des 
neurones de moyen diamètre (Sarret et a l, 2005).
1.2.2.2 Fonctions physiologiques
Malgré que la neurotensine exerce une multitude de fonctions centrales importantes 
telles que des effets neuroleptiques, hypothermiques et d'analgésie après injection au niveau 
du cerveau (Vincent JP, 1995, Mazella et al., 1999), l'implication démontrée du récepteur 
NTS2 se situerait plutôt au niveau de la modulation de la douleur. Il participerait donc à 
l'effet antinociceptif induit par la neurotensine, ce qui concorde avec la localisation 
cérébrale du récepteur NTS2 (Bredeloux et al., 2006, Sarret et a l, 2005).
L'implication du récepteur NTS2 dans l'analgésie a été démontrée, entre autres, à 
l'aide du «writhing test» où l’on injecte de l'acide acétique de façon intrapéritonéale. Cette 
injection va provoquer des crampes abdominales et une douleur persistante dite tonique. 
Suite à l'injection i.c.v. de la neurotensine, les souris sauvages ainsi que les souris
33
déficientes pour le gène du récepteur NTSI ont obtenu les mêmes résultats, soit une 
analgésie. Cela montre que le récepteur NTSI ne serait pas impliqué dans l'analgésie 
induite par la neurotensine en ce qui concerne la douleur viscérale (Remaury et a l, 2002). 
En utilisant le même test, et en injectant la lévocabastine comme agoniste du récepteur 
NTS2, un second groupe d'auteur en est venu au même résultat soit une analgésie induite 
via le récepteur NTS2 (Dubuc et a l, 1999).
Toutefois, ce résultat est en contradiction avec une autre étude, où des ARN 
interférents ont été utilisés, indiquant qu'il y avait une diminution de l'analgésie induite par 
la neurotensine lorsque l'expression du récepteur NTSI était bloquée (Tyler et al., 1999, 
Mazella et al, 1998). Mais finalement, les souris déficientes pour le gène du récepteur 
NTS2 ont définitivement démontré son rôle dans l'analgésie induite par la neurotensine. En 
effet, il a été démontré à l'aide du test de la plaque chaude qu'il n'y avait aucune différence 
entre les souris déficientes pour le récepteur NTSI et les souris sauvages, tandis qu’il y 
avait une diminution de l'analgésie chez les souris déficientes pour le récepteur NTS2 
(Maeno et al, 2004). De plus, une étude chez le rat, utilisant le test du retrait de la queue, 
confirme ce résultat. Cette étude indique que l'analgésie observée suite à une injection i.t. 
de neurotensine est induite par l'activation des récepteurs NTS2 puisqu'elle est toujours 
présente lors de l'utilisation d'agonistes sélectifs pour le récepteur NTS2 tels que la 
lévocabastine et le JMV-431 (Sarret et a l, 2005).
L'utilisation d'agonistes NTS2 a montré que l'activation de ce récepteur pouvaient 
provoquer une analgésie et ce dans plusieurs modèles de douleur soit aigüe, tonique 
(persistant) et chronique. Récemment, l'utilisation in vivo de DsiRNA (Dicer-substrate 
RNAs) dirigés contre le récepteur NTS2 a permis de confirmer son rôle dans la modulation 
de la douleur, dans un modèle de douleur aigüe. Ainsi, 24 heures suivant l'injection 
intrathécale de DsiRNA dirigés contre NTS2, le temps de latence du retrait de la queue a 
été analysé chez des rats adultes. En supprimant l'expression du récepteur NTS2 par les 
DsiRNA, les effets analgésiques ont été altérés de façon significative malgré l'injection 
intrathécale d'un agoniste sélectif pour le récepteur NTS2, le JMV-431. Cette dimunition de 
l'analgésie a été observée pendant 3-4 jours suivant l'administration des DsiRNA (Doré- 
Savard et al, 2008). Aussi, il a été démontré que l’activation de NTS2 par le JMV-431 
produit une analgésie dans un modèle de douleur inflammatoire persistante, chez le rat,
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induite par l’injection de formaline (solution de formaldéhyde) en sous cutané dans la plante 
d'une patte arrière de l'animal. (Roussy et al., 2009) De plus, l'utilisation d'un autre agoniste 
de NTS2, le NT79, au aussi provoqué une analgésie, cette fois-ci dans un modèle de 
douleur vicérale (Smith et al., 2012). Des données récentes ont montré que des agonistes 
NTS2 tel que le JMV-431, la lévocavastine et la (3-lactotensine, pouvaient diminuer la 
douleur dans un contexte de douleur chronique neuropathique en diminuant l'allodynie 
(stimulus normalement non douloureux) provoquée par le toucher (Tétreault et al., 2013).
1.2.2.3 Voies de signalisation
Le couplage qui se produit entre le récepteur NTS2 et les protéines G reste très peu 
connu à ce jour et les voies de signalisation sont toujours controversées. Certains indices 
permettent toutefois d'émettre certaines hypothèses quand à quelques couplages de 
protéines G plausibles. Toutefois, la troisième boucle intracellulaire du récepteur NTS2 
serait impliquée dans l'activation des protéines G (Richard et al, 2001). Il a été démontré 
dans la littérature que la liaison de la neurotensine (ou d'autres agonistes) au récepteur 
NTS2 avait une influence sur une multitude de voies de signalisation telles que les voies du 
calcium, de l'inositol phosphate, de l'acide arachidonique et des MAPK (Vita et al., 1998; 
Yamada et ai, 1998).
Selon Botto et collaborateurs, certaines caractéristiques obtenues avec un modèle 
d'ovocyte de xénope suggèrent un couplage avec la protéine Gq/11 (Botto et al., 1997) 
toutefois, ces résultats n'ont pas été retrouvés avec d'autres systèmes cellulaires (Botto et 
al., 1998). Certaines données suggèrent une interaction avec les protéines Gi/o et G12/13, 
toutefois, elles sont tout autant contradictoires et dépendent du système cellulaire étudié et 
du récepteur (souris, rat ou humain) (Pelaprat, 2006). Les protéines G mentionnées activent 
différentes voies. Comme par exemple les protéines Gq/11 et G12/13 activent la 
phospholipase C et l'IP3/diacylglycérol comme second messager et la protéine Gi inhibe la 
production d'AMPc. Il a aussi été démontré que le récepteur NTS2 est constitutivement 
actif et que l'activation du récepteur par des agonistes provoque l'intemalisation du 
récepteur, ce qui active la voie ERK1/2 (Sarret et a l, 2002; Gendron et al., 2004).
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Les différentes voies activées ainsi que les effets divergents obtenus dans différents 
modèles amènent à se demander si la neurotensine et les autres molécules classées comme 
agonistes sont bel et bien des agonistes puisqu'elles peuvent agir en tant qu'agonistes, 
antagonistes et agonistes inverses (Sarret et al., 2008). Un résumé de différentes propriétés 
des récepteurs NTS 1 et NTS2 est présenté au tableau 1.
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Sous type de récepteur NTSI NTS2
Taille du récepteur rNTSl e tm N T S l = 4 2 4 a a  
hNTSl = 4 1 8  aa
rNTS2 et mNTS2 = 416 aa 
isoforme variante (5 TM)= 
281 aa
hNTS2 = 410 aa
Poids moléculaire 47 KDa 45 KDa
Affinité (neurotensine) 
Localisation cellulaire 
Couplage des protéines G
0,1 à 0,3 nM 
Neurones 
Gi/o, Gs, Gq
2 à 4 nM
Neurones et astrocytes 
Gq/11, Gi/o et G12/13 ?
Transduction de signal 
Humain Activation phospholipase C 
.T[Ca2+]
IIP
Stimulation GMPc et 
AMPc
Activation MAPK
Activation phospholipase C 
î  [Ca2+] 
î  IP
Activation MAPK 
Production d'acide 
arachidonique 
Activité constitutive
Rat Inhibition AMPc 
Production d'acide 
arachidonique
î  [Ca2+]
Activation MAPK
Recyclage du récepteur -, + (controversé) + rNTS2, mNTS2 
- hNTS2
Tableau 1: Propriétés des récepteurs NTSI et NTS2
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1.2.2.4 Cinétique d'internalisation
Les RCPG sont sujets à des processus de régulation pour contrôler leur réponse à la 
présence d'agonistes (Fergusson et al., 2001; Wolfe et Trejo, 2007). Suite à la liaison de son 
ligand, le récepteur NTS2 est intemalisé dans une proportion d'environ 60-65% (Chabry et 
al., 1994; Botto et al., 1998; Sarret et al., 2002). L'intemalisation du récepteur a pu être 
montrée par des essais de radioliaison sur cellules entières en utilisant la neurotensine 
marquée à l'iode 125. De plus, l'intemalisation du récepteur NTS2 est empêchée par le 
sucrose, l'oxyde de phénylarsine et la monodansylcadaverine ce qui montre que 
l'intemalisation suit un processus clathrine-dépendant et dynamine-dépendant (Sarret et 
al.,2002 ; Gendron et al., 2004).
La microscopie confocale a permis de montrer que tout comme le récepteur N TSI, 
le complexe NT-NTS2 se dissocie une fois intemalisé. La NT intemalisée est alors 
transportée par des endosomes tardifs vers l'appareil de Golgi (Martin et a l, 2002, Sarret et 
al., 2002).
1.2.2.5 Motifs d'interactions
Une fois les récepteurs internalisés, certains peuvent retourner à la membrane 
plasmique (Ishii et al., 1998) tandis que d'autres vont être envoyés vers les lysosomes et 
vont être dégradés (Innamorati et al., 1998, Vandenbulcke et al., 2000). Tout comme le 
récepteur N TSI, le récepteur NTS2 est intemalisé suite à son interaction avec un agoniste 
tel que la neurotensine (Vincent et al., 1999)
Comme mentionné précédemment, les acides aminés importants dans l'adressage du 
récepteur NTSI se situent dans la queue C-terminale tandis que la boucle i3 est impliquée 
dans le couplage à la phospholipase C. Toutefois, le comportement des deux récepteurs 
diffère puisque le recyclage à la membrane du récepteur N TSI est controversé alors que le 
récepteur NTS2, est recyclé à la membrane plasmique. Néanmoins, on peut observer des 
différences d'adressage du récepteur NTS2 entre les espèces. (Debaigt et al., 2004; Martin 
etal., 2001)
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Il a été démontré que la Tyr237, située dans la boucle i3 du récepteur NTS2 de 
souris, présentée à la figure 9, est un résidu crucial pour le recyclage du récepteur ainsi que 
pour la phosphorylation du récepteur induite par la neurotensine bien qu'elle ne soit pas 
impliquée dans l'intemalisation du récepteur. En effet, le remplacement de la tyrosine par 
une alanine abolit la phosphorylation du récepteur induite par la neurotensine, 
compromettant ainsi le recyclage du récepteur (Martin et a l, 2001).
Troisième boucle intracellulaire
Figure 9: Alignement des séquences du rat, de la souris et de l'humain, de la troisième 
boucle intracellulaire du récepteur NTS2. Les résidus invariants sont surlignés en noir. 
Les résidus identiques entre les récepteurs de la souris et l'humain sont encadrés en noir. La 
localisation du résidu 237 est indiquée par l'astérisque (tiré de Martin et al., 2001).
La différence d'un seul résidu, la Tyr237, provoque des modifications dans 
l'adressage. En effet, lorsqu'on incorpore la Tyr237 provenant du récepteur NTS2 de souris 
dans le récepteur NTSI de rat pour en faire un récepteur chimère, le récepteur NTSI 
acquiert la capacité de recycler à la membrane plasmique. Un autre bel exemple, la 
différence entre les récepteurs NTS2 humains et de souris. Dans le cas du récepteur 
humain, la Tyr237 est naturellement remplacée par une cystéine. Le récepteur conserve ses 
propriétés d’intemalisation mais la phosphorylation de la cystéine (induite par la 
neurotensine) n'étant pas possible, le récepteur ne peut être recyclé à la surface cellulaire. 
De plus, lorsqu'on modifie la cystéine du récepteur humain par une tyrosine, le récepteur 
mutant acquiert lui aussi la capacité de recycler à la membrane plasmique montrant
l'importance de ce seul résidu tyrosine. De plus, le récepteur NTS2 est un des rares
récepteurs dont les motifs impliqués dans son adressage se situent dans la boucle i3. En 
effet, les motifs responsable de l’intemalisation et du recyclage des RCPG se retrouvent
principalement dans la queue C-terminale (Martin et a l, 2001).
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1.2.2.6 Adressage particulier du récepteur NTS2
Malgré ses ressemblances avec le récepteur N TSI, le récepteur NTS2 comporte une 
différence majeure; son adressage à la membrane plasmique. Il a été démontré que le 
récepteur NTS2, une fois sa synthèse complétée, se retrouvait peu à la membrane 
plasmique (Perron et al., 2006; Sarret et al., 2002). Le récepteur NTS2 serait plutôt stocké 
au niveau du réseau trans-golgien, formant ainsi une réserve intracellulaire de récepteurs. 
En effet, il a été montré en microscopie confocale entre autres que le récepteur NTS2 co- 
localisait avec les protéines syntaxine 6 et PIST (Protéine à domaine PDZ, interagissant 
avec TC10), protéines utilisées comme marqueurs du Golgi et du TGN.
De plus, il a été montré que le récepteur NTS2 serait présent dans la voie de 
sécrétion régulée (Zhao et a i, 2011). Peu de récepteurs ont été montrés comme empruntant 
cette voie plutôt que la voie constitutive de sécrétion. On peut penser au récepteur delta 
opioïdergique, et au récepteur 1D de la sérotonine (5-HT-1D) entre autres.
Comme la plupart des récepteurs, la stimulation de NTS2 par un agoniste, provoque 
une diminution rapide de la densité de récepteurs présents à la surface due à l'intemalisation 
du récepteur induite par le ligand (Sarret et al., 2002). Néanmoins, cette diminution est de 
courte durée car lors d'une exposition prolongée du ligand le récepteur NTS2 est de 
nouveau présent à la surface cellulaire (Perron et a i, 2006). Cet effet ne serait pas causé par 
la dégradation du ligand puisque le phénomène se produit tout autant avec la NT qu'avec un 
autre agoniste résistant aux protéases, le JM V -431.
Le recyclage du récepteur NTS2 a été démontré dans différentes conditions 
expérimentales (Debaigt et al., 2004). Toutefois, le recyclage n ’a pas un apport significatif 
sur le rétablissement de la densité de récepteurs à la surface cellulaire. (Perron et a i, 2006) 
Aussi, ce phénomène ne serait pas dû à une synthèse de novo du récepteur puisqu'il a été 
démontré que suite à l'exposition à la NT, le niveau de protéines de NTS2 reste inchangé 
qu'il y ait utilisation ou non de cycloheximide, un inhibiteur de la synthèse des protéines 
(Perron et a i, 2006). La réapparition du récepteur NTS2 à la surface, suite à une exposition 
prolongée à la NT serait plutôt due à une migration du récepteur en provenance du réseau 
trans-golgien. En effet, une étude en microscopie confocale a démontré que suite à 
l'activation prolongée par la NT, il y avait une redistribution du récepteur NTS2 en
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provenance du TGN/Golgi vers des structures vésiculaires. Les récepteurs NTS2 présents à 
la membrane plasmique proviendraient donc de réserves intracellulaires (Perron et al.,
2006). De plus il a été montré à l’aide de NT fluorescente que ia NT en elle-même pourrait 
servir de signal pour la translocation du NTS2 du TGN à la membrane plasmique. En effet, 
suite à l'intemalisation de la NT fluorescente, cette dernière serait envoyée vers un 
compartiment périnucléaire positif pour la syntaxine 6, soit le TGN (Sarret et a l, 2002). De 
plus, on note une persistance des récepteurs NTS2 à la membrane in vivo, au niveau de la 
moelle épinière chez le rat, suite à une stimulation par la neurotensine injectée de façon 
intrathécale (Perron et al, 2006). En effet, des études de microscopie électronique 
effectuées sur des coupes de dendrites de la moelle épinière des rats ont permis de montrer 
ce recrutement de récepteurs à la membrane. Précédent la stimulation par la neurotensine, 
le marquage du récepteur NTS2 aux particules d'or montre une faible proportion de 
récepteurs NTS2 présents à la membrane plasmique. Toutefois, après 20 minutes 
d'exposition à la neurotensine la proportion de récepteurs marqués aux particules d'or 
présents à la membrane augmente considérablement soit d'environ sept fois, sans pour 
autant augmenter la population totale de récepteurs NTS2. Cela suggère que cette 
augmentation de récepteurs à la membrane est un effet du trafic des récepteurs.
De plus, les récepteurs nouvellement acheminés et présents à la surface ont été 
démontré comme étant fonctionnels(Perron et al, 2006). De cette façon, la densité de 
récepteurs présents à la membrane cellulaire reste constante malgré une internalisation 
efficace des récepteurs. La persistance des récepteurs à la membrane cellulaire lors d'une 
activation soutenue n'a été montrée que pour quelques RCPG seulement tels que le 
récepteur à la somatostatine de sous type 1, le récepteur AT2  de l'angiotensine II, ainsi que 
le récepteur (33-adrénergique.
Une telle persistance du récepteur NTS2 à la membrane plasmique suite à un 
traitement prolongé avec un agoniste pourrait avoir un impact important sur l'utilisation 
d'agonistes sélectifs pour le récepteur NTS2 dans le traitement de la douleur chronique.
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1.2.3 Interactions fonctionnelles des récepteurs
Il est connu que les GPCR peuvent former des homo- ou des hétérodimères et que ces 
interactions moléculaires peuvent être importantes pour le fonctionnement et le trafic des 
récepteurs ou encore peuvent altérer les propriétés fonctionnelles, pharmacologiques et 
régulatrices de ces récepteurs (Bai, 2004; Bouvier, 2001; Prinster et a l, 2005; Maggio et 
al., 2005).
Il a déjà été montré que les récepteurs NTSI autant que les récepteurs NTS2 
pouvaient s'homodimériser (Perron et al., 2005, Hwang et a l, 2010 ). Un modèle de 
dimérisation du récepteur NTSI dans une bicouche lipidique a été réalisé par Peter et 
collaborateurs en 2009 (Peter et al, 2009). Ce modèle a montré qu'il n'y avait pas de 
différence dans l'affinité entre le monomère ou le dimère du récepteur NTSI pour la 
neurotensine. Toutefois, les effets sur la signalisation du dimère n'ont pas encore été 
montrés. En ce sens, la présence d'homodimères NTS2 a été révélée mais la fonction et les 
propriétés de ce dimère restent à être élucidées (Perron et al., 2005).
Il a été démontré dans la littérature que les récepteurs NTSI et NTS2 pouvaient 
s'hétérodimériser, entre autres de par leur possibilité de se retrouver dans les mêmes 
cellules (Perron et al., 2007). La co-expression de N TSI et NTS2 provoque une diminution 
marquée de la densité de récepteurs NTSI à la surface cellulaire, sans toutefois affecter 
l'activité MAPK ou l'intemalisation du récepteur NTSI induite par la NT. Néanmoins, il a 
été montré que lors de stimulation prolongée par la NT, le récepteur N TSI était plus 
résistant à la régulation négative lorsqu'exprimé avec le récepteur NTS2. Cela suggère que 
l'hétérodimérisation NTS1/NTS2 affecte la distribution et le trafic intracellulaire du 
récepteur N TSI. Cette hétérodimérisation pourrait représenter un mécanisme additionnel 
dans la régulation des réponses des récepteurs NTS 1 et NTS2, induites par la NT. De plus, 
cette interaction entre les deux récepteurs provoquerait une séquestration intracellulaire et 
une inhibition fonctionnelle du récepteur N TSI. L'hétérodimérisation des récepteurs NTSI 
et NTS2 a été étudiée principalement du point de vue du récepteur NTS 1 ou sur les effets 
sur le récepteur NTSI. Les effets sur la signalisation du récepteur NTS2 n'ont pas été 
montrés (Perron et al, 2007; Hwang et al., 2010)
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Une étude a démontré que la localisation des récepteurs NTSI et NTS3 se 
chevauchait et que ces deux récepteurs pouvaient s'hétérodimériser. Cette 
hétérodimérsation provoquerait une augmentation de la phosphorylation des MAPK 
(induite par la NT) et du turnover des phosphoinositides dans les cellules HT29, une lignée 
de cellules cancéreuses humaines (Martin et al., 2002). Le récepteur NTS3 a été montré 
comme étant 100% homologue avec la protéine gp95/sortiline (M azella et al., 1989; 
Zsurger,1994; Mazella et al., 1998,). C'est un récepteur de type 1, composé d'un seul 
domaine transmembranaire qui agit comme co-récepteur. Le récepteur NTS 3 est composé 
de 833 acides aminés pour un poids moléculaire de lOOkD. Bien qu'il ait des propriétés de 
liaison semblables au récepteur N TSI, son affinité pour la NT varie en fonction de sa 
composition puisqu’il possède un site de clivage pour la furine, son affinité passe donc de 
0,3 nM (clivé) à 10-20 nM (sans clivage) (Mazella et al., 1998). NTS3 ne lie pas que la 
neurotensine. En effet, il a été démontré qu'il avait la capacité de lier, entre autres, la 
lipoprotéine lipase, le précurseur nerve growth factor (NGF) et le propeptide NTS3 
(inhibiteur dérivé du précurseur de NTS3) (Dicou et al., 2004; Martin et al., 2005). NTS3 
est exprimé dans plusieurs régions centrales telles que le cortex olfactif, le septum médial et 
la PAG où on le retrouve dans les cellules gliales, les neurones (Sarret et al., 2003b). Il a 
été montré que le récepteur NTS3 est impliqué dans la migration des microglies, 
l'expression de gènes de plusieurs cytokines/chimiokines tel que MIP-2 (macrophage 
inflammatory protein-2), M CP-1 {monocyte chemotactic protein-1), l'interleukine ip  et le 
TNF-a (tumor necrosis factor-à), la relâche de cytokines/chimiokines par les microglies et 
la prolifération de cellules cancéreuses (Dicou et a l, 2004; Martin et al., 2005). Jusqu'à 
présent, aucune étude n'a fait mention d'un quelconque rôle de NTS3 dans la modulation de 
la douleur.
Finalement, l'existence d'un variant fonctionnel à cinq domaines transmembranaire s 
du récepteur NTS2 a récemment été démontrée. Toutefois, il semble que ce récepteur ne 
soit pas exprimé sous forme monomérique mais seulement sous forme d'homodimère ou 
d'hétérodimère avec le récepteur NTS2. Cette hétérodimérisation pourrait agir au niveau 
d'une régulation subtile du signal induit par la NT, comme cela a déjà été démontré pour le 
variant du récepteur GHRH (Motomura et al., 1998). Néanmoins, les effets de cette 
hétérodimérisation n'ont pas encore été démontrés (Perron et a l, 2005).
O b j e c t i f s  d u  p r o j e t
Le trafic des GPCR revêt une importance fondamentale pour la régulation de la 
signalisation. En particulier le transport des GPCR des compartiments intracellulaires vers 
la membrane plasmique est essentiel pour l'activité fonctionnelle du récepteur. Parmi les 
GPCR, nous avons précédemment démontré que le récepteur NTS2 joue un rôle important 
dans la régulation de la transmission de la douleur. Toutefois, des études ont démontré que 
le récepteur NTS2 est principalement localisé dans des compartiments intracellulaires 
correspondant entre autres à l'appareil de Golgi. Par conséquent, les processus de transport 
et de trafic du récepteur vers la membrane plasmique représentent une étape critique à la 
modulation de l'analgésie induite par la neurotensine, via le récepteur NTS2.
Ainsi, l’hypothèse générale de ce mémoire est la suivante : L'interaction du récepteur 
NTS2 avec des protéines partenaires affectent l'adressage du récepteur NTS2 à la membrane 
plasmique, créant ainsi une rétention du récepteur au niveau de l'appareil de Golgi. En ce sens, 
la connaissance des processus qui sous-tendent le transport du récepteur NTS2 et son 
expression à la surface cellulaire pourrait permettre de moduler la réponse analgésique des 
agonistes dans des conditions de douleur aiguë et/ou chronique.
L ’objectif principal de ce mémoire était donc d ’augmenter notre compréhension des 
mécanismes moléculaire et cellulaire permettant l’expression à la membrane plasmique du 
récepteur NTS2. Pour ce faire, nous voulions d ’abord identifier de nouveaux partenaires 
protéiques du récepteur NTS2 impliqués dans la maturation et/ou le transport des 
récepteurs jusqu’à la surface cellulaire.
Nous avons donc effectué un criblage par double hybride chez la levure qui permet 
l’étude d ’interactions protéines-protéines dans les cellules vivantes. Cela nous a menés à un 
second objectif de recherche qui était de valider l'interaction entre le récepteur NTS2 et les 
partenaires potentiels dans un modèle d'expression cellulaire.
Et finalement, cela nous mènera à étudier les conséquences fonctionnelles de 
l'interaction physique entre NTS2 et SCG3 sur la fonction physiologique du récepteur 
NTS2, notamment dans la régulation de la transmission de la douleur.
M A T E R IE L  ET M E T H O D E S
2.1 Identification des protéines qui interagissent avec le récepteur NTS2 de rat par 
criblage double hybride chez la levure
Le clonage et le criblage en double hybride chez la levure ont été effectués en 
collaboration avec la compagnie Hybridgenics S.A., Paris, France.
Le double hybride chez la levure, illustré à la figure 10, est basé sur la reconstitution 
d'un facteur de transcription fonctionnel lorsque deux protéines ou polypeptides d'intérêts 
interagissent. Cet essai a lieu dans des levures génétiquement modifiées. Dans ces levures, 
la transcription d'un gène rapporteur conduit à un phénotype spécifique comme la 
croissance sur un milieu sélectif ou un changement de couleur des colonies de levures. 
Selon les techniques qu'utilise la compagnie Hybridgenics, les gènes rapporteurs les plus 
populaires sont HIS3, qui permet de sélectionner les levures poussant sur un milieu sans 
histidine, et LacZ qui permet de sélectionner les colonies de levures dans un essai 
colorimétrique.
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Principe du double hybride
Promoteur
N * p o u s» p ts  
M O N  lurunm llteu
■ ^  Mns hlttldlrte
HIS3
NTERACTtON
MachirteH* d# 
transcription
Poussa sur un 
millau sans 
Mstldlna
Promoteur HIS3
Domain* de laison à l'ADN LexA or G»I4
Domain* d'activation GaM
Llnteraction de deux protéines reconstitue un facteur de transcription actif et 
permet aux levures de pousser
m  AppSt: protéine d'intérêt
Proie : protéine partenaire de l'appât
Figure 10: Principe du double hybride chez la levure. Deux fusions (hybrides) sont 
construites entre chaque protéine d’intérêt et soit le domaine de liaison à l’ADN ou le 
domaine d'activation du facteur de transcription. La protéine fusionnée avec le domaine de 
liaison à l'ADN est référée en tant qu'appât (hait) alors que la protéine fusionnée avec le 
domaine d'activation est la proie (prey). Lorsqu'il y a interaction entre les protéines 
prédateurs et proies, le domaine de liaison à l'ADN et le domaine d'activation se 
rapprochent suffisamment pour reconstituer un facteur de transcription fonctionnel en 
amont du gène rapporteur. Les fusions les plus populaires sont réalisées avec les domaines 
de liaison à l'ADN et le domaine d'activation du facteur de transcription Gal4 de la levure. 
La protéine bactérienne LexA est aussi fréquemment utilisée comme domaine de liaison à 
l'ADN en combinaison avec le domaine d'activation de Gal4.
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2.1.1 Clonage de l'appât
L'appât est constitue de la troisième boucle intracellulaire du récepteur NTS2 de rat. 
La séquence des acides aminés 231 à 294 a été amplifiée par PCR et clonée dans le vecteur 
LexA, un vecteur de fusion C-terminal optimisé par Hybridgenics. L'insert a été séquencé 
en entier. Puis, le vecteur a été transformé dans la lignée de levures L40 AGAL4 (Fromont- 
R acineetal. 1997).
2.1.2 Criblage double hybride
Une librairie d'ADNc de cerveau de rat correspondant à la substance noire, la VTA 
et le mésencéphale, transformée dans la lignée de levures Y187 et contenant 10 millions de 
fragments indépendants, a été utilisée pour le couplage. Une haute efficacité de couplage a 
été obtenue par utilisation d'une méthode spécifique (Legrain et al., 1998, 2000, 2002). Le 
criblage a tout d'abord été effectué à petite échelle pour adapter la pression sélective des 
propriétés intrinsèques de l'appât. Aucune autoactivation ou toxicité de l'appât n'a été 
observée. Ensuite, le criblage a été effectué dans des conditions assurant qu'un minimum de 
50 millions d'interactions soit testé. De cette manière, on s'assure de couvrir 5 fois la 
complexité primaire de la librairie d'ADNc transformée chez la levure (Rain et al. 2001). 
Ainsi, 67 millions d'interactions ont été testées avec la troisième boucle intracellulaire du 
récepteur NTS2. Par la suite, les levures ont été sélectionnées sur un milieu sans leucine, 
tryptophane, et histidine. 21 clones positifs obtenus ont été sélectionnés et les fragments 
correspondant à la proie ont été amplifiés par PCR et séquencés à partir de leurs extrémités 
5' et 3'.
Les séquences obtenues ont ensuite été purifiées (Formstecher et al., 2005) et 
comparées aux dernières banques de données de GenBank en utilisant BLASTN (Altschul 
et al. 1997). Un score biologique prédit a ensuite été attribué pour déterminer la fiabilité de 
chaque interaction tel que décrit précédemment par Formstecher et collaborateurs 
(Formstecher et al., 2005). Le score biologique prédit repose sur deux niveaux d'analyse. 
Tout d'abord, un premier score prend en compte la redondance et l’indépendance des 
fragments proies tout comme la distribution des cadres de lecture et des codons stop dans
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les fragments se chevauchant. Ensuite un score global prend en compte les interactions 
trouvées dans tous les criblages réalisés par Hybridgenics, utilisant la même librairie 
d'ADNc. De plus, les faux-positifs potentiels sont catégorisés par un score spécifique : E. 
Cela est fait par la discrimination des protéines proies qui contiennent des domaines 
hautement connectés, précédemment trouvés plusieurs fois dans des criblages réalisés sur 
les librairies dérivées du même organisme. Il a été montré que le score biologique prédit 
corrèle positivement avec la signification biologique des interactions (Rain et al. 2001; 
Wojcik et al. 2002).
2.2 Attestation de l'interaction NTS2-SCG3 dans un modèle cellulaire
2.2.1 Clonages
Le HA-rat NTS2 a été construit en ajoutant un épitope hémagglutinine (HA) à 
l'extrémité N-terminale par PCR avec les amorces: sens 5’-ATT AGC GGC CGC ATG 
TAC CCA TAC GAT GTT CCA GAT TAC GCT GAG ACC AGC AGT CCG TGG CCT 
C -3’; et antisens, 5’-ATA AGA ATT CTC ATA CTT GTA TTT CTC CCA GGC TGG 
GG -3’. Le produit de PCR a été digéré et inséré par les sites N otl et EcoRl du vecteur 
pLVX-Tight-Puro (Colnteeh, Palo Alto, CA). L'ADNc entier HA-rNTS2 a ensuite été sous 
cloné en phase avec l'épitope HA, dans le vecteur pCMV-Script en utilisant l'ensemble de 
clonage pCMV-Script PCR Cloning Kit (Stratagene). Ensuite, une séquence Kosak a été 
ajoutée en N-terminal du HA-rat NTS2 par PCR en utilisant un oligonucléotide contenant 
la séquence codant pour l'épitope HA et la séquence Kosak avec les amorces : sens, 5’-ATT 
GTA CAG CGG CCG CCA CCA TGG GAT CCT ACC CAT ACG ACG TTC CAG ATT 
ACG CT-3’; antisens, 5 ’- ATA AGA ATT CTC ATA CTT G -3’. Le produit de PCR a été 
inséré par le site Srj7.
Les vecteurs d'expression YFP et CFP-rNTS2 ont été produits par amplification par 
PCR d'un ADNc codant pour le récepteur NTS2 de rat avec les amorces: sens, 5’- ACA 
TAG ATC TAT G GA GAC CAG CAG TCC GTG GCC TCC-3’, et antisens, 5 ’-GAA 
TTC TCA TAC TTG TAT TTC TCC CAG GCT GGG-3’. L'ADNc a été obtenu à partir 
du récepteur NTS2 de rat de type sauvage présent dans le vecteur pTarget. Les amorces
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contiennent des sites Bgl et EcoRI pour le sous clonage dans le vecteur pEYFP-Cl 
(Clontech, Palo Alto, CA) en C-terminal du YFP. Le CFP-rNTSR2 a été obtenu en sous- 
clonant le YFP-rNTSR2 dans le vecteur pCFP-Cl (Clontech, Palo Alto, CA) en utilisant les 
mêmes sites de clonage.
Le CFP-hNTSR2 et le hNTSR2-CFP ont été obtenus en utilisant le vecteur 
pcDNA3.1+ (UMR cDNA Resource Center, Rolla, MO) qui contient l'ADNc codant pour 
le récepteur NTS2 humain de type sauvage. L'ADNc a été amplifié par PCR avec les 
amorces: sens, 5 ’- ACT TAG ATC TAT GGA AAC CAG CAG CCC GCG GCC C -3’, et 
antisens, 5’- AAG TGG TAC CAT GGT CCG GGT TTC TGG GGG ATC CCC -3’. Les 
amorces contiennent les sites BglII et Kpnl pour le clonage dans les vecteurs pECFP-Cl et 
pECFP-Nl. Le contrôle positif de FRET CFP-YFP a été construit selon le protocole de 
Hoppe et collaborateurs (Hoppe et al., 2002).
La région codante pour le CFP du vecteur pECFP-Nl a été amplifiée avec une 
amorce codant pour quatre glycines supplémentaires. Les amorces : sens 5’-ATG CAA 
GCT TCG GGA GGA GGA GGA GGC GGC ATG GTG AGC AAG GGC GAG GAG - 
3 ’, et antisens, 5 ’- CAA GAA TTC TTA CTT GTA CAG CTC GTC CAT-3’ ont été 
insérées dans le vecteur pEYFP-Cl entre les sites de restriction Hinàlll et EcoRI. Ce 
clonage a donc produit la fusion CFP-SGLRSRAQASGGGGGG-YFP (ou CFP-YFP), les 
protéines fluorescentes étant intercalées de 16 acides aminés, tel que décrit dans Hoppe et 
collaborateurs (Hoppe et al., 2002).
Les protéines SCG3 tagguées YFP et CFP ont été construites avec un ADNc codant 
pour la sécrétogranine III entière amplifiée par PCR avec les amorces sens, 5’- ACT TCT 
CGA GTT ATG GGG TTC CTT TGG ACA GGC TCT T -3’, et antisens, 5’- TGA AGG 
ATC CAA CAG GCT GCT GTA GAT GCG TTT GAT G -3’, à partir du vecteur 
pBluescript contenant la SCG3 de rat de type sauvage aimablement fourni par le Dr. T. 
Takeuchi (Institute for Molecular and Cellular Régulation, Gunma University, Maebashi, 
Japan). Les amorces contiennent des sites Xhol et BamHI pour le sous clonage dans les 
vecteurs pEYFP-C 1, pEYFP-N 1, pECFP-C 1 et pECFP-N 1.
Les séquences de chaque produit de réaction PCR ont été confirmées par 
séquençage avant l'usage.
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2.2.2 Culture cellulaire
Les cellules embryonnaires humaines de rein (HEK 293) ont été maintenues dans le 
milieu Dulbecco's modified Eagle's Medium (DMEM) contenant 4.500 g/L de glucose, 
584,0 mg/L de L-glutamine et 110,0 mg/L de sodium pyruvate (Wisent inc., Québec, 
Canada). Le milieu a été supplémenté avec 10% de sérum fœtal bovin (FBS) et en présence 
de pénicilline/streptomycine (100 U/ml; Invitrogen, Burlington, Canada) à 37°C dans un 
incubateur dont l’atmosphère est saturée en eau et contenant 5 %  de CO 2 .
2.2.3 Transfections
Les cellules ont été transfectées de façon transitoire avec la méthode de 
précipitation au phosphate de calcium au lendemain du passage des cellules, à environ 30- 
40% de confluence. Une heure avant la transfection, les milieux de culture ont été changés. 
Les cellules ont été transfectées avec 20 pg final d'ADN, pour des pétris de 100 mm, dilué 
dans un volume de 450 pl d'eau stérile. À cela a été ajouté 50 pl de CaCl2 2,5 M et 500 pl 
de HBSP 2X pH 7,05 (NaCl 280 mM, Na2H P 0 4 1.5 mM, Glucose 12 mM, KC1 10 mM, 
HEPES 50 mM). Le mélange a ensuite été ajouté aux pétris. Le lendemain, les cellules ont 
été rincées deux fois avec du PBS IX  stérile et du milieu de culture frais a été ajouté.
Diverses constructions ont été utilisés selon les expériences soit le HA-hNTS2, HA- 
rNTS2, YFP-hNTS2, hNTS2-YFP, CFP-hNTS2, hNTS2-CFP, CFP-rNTS2, YFP-rSCG3, 
rSCG3-YFP, CFP-rSCG3 et rSCG3-CFP.
2.2.4 Anticorps utilisés
Une grande variété d'anticorps a été utilisée lors des expériences 
d'immunoprécipitation.
Deux anticorps dirigés contre l'hémagglutinine (HA) ont été utilisés. Le premier, le 
SC-805 (Santa Cruz Biotechnology, CA, USA) est un anticorps polyclonal obtenu chez le 
lapin et le second, le SC-7392 (Santa Cruz Biotechnology, CA, USA) est un anticorps
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monoclonal obtenu chez la souris. Ils seront référés en tant que anti-HA (lapin) ou anti-HA 
(souris).
Aussi, deux anticorps dirigés contre le récepteur NTS2 ont été utilisés. L’anticorps 
SC-67011 (Santa Cruz Biotechnology, CA, USA) est un anticorps polyclonal produit chez 
le lapin et sera référé en tant que anti-NTS2 (H-85). De plus nous avons utilisé un 
antisérum de lapin dirigé contre la portion N-terminale du récepteur NTS2. Cet anticorps a 
été caractérisé dans (Sarret et al, 2003). Il sera référé en tant que anti-NTS2 (517).
Nous avons aussi utilisé l'anticorps SC-8334 (Santa Cruz Biotechnology, CA, USA) 
dirigé contre la protéine fluorescente verte (GFP) reconnaissant aussi les protéines CFP et 
YFP. Cet anticorps polyclonal produit chez le lapin sera référé en tant que anti-GFP.
Et finalement, deux anticorps dirigés contre la protéine sécrétogranine III ont été 
utilisés. Le HPA006880 est un anticorps de la gamme prestige de Sigma (Sigma Aldrich, 
ON, Canada). C'est un anticorps polyclonal produit chez le lapin et il sera référé en tant que 
anti-SCG3 (lapin). Et finalement, l'anticorps SC-1492 (Santa Cruz Biotechnology, CA, 
USA) est un anticorps polyclonal produit chez la chèvre qui sera référé comme anti-SCG3 
(chèvre).
2.2.5 Immunoprécipitations
Les cellules HEK 293 ont été transfectées de façon transitoires avec le HA-hNTS2 
ou le HA-rNTS2 et le YFP-rSCG3, laissant un délai de 48h pour obtenir une bonne 
expression du récepteur HA-h/rNTS2. Les expériences ont été effectuées en parallèle avec 
des cellules non transfectées comme contrôle négatif. Les cellules ont tout d'abord été 
rincées deux fois au PBS IX froid. Elles ont ensuite été lysées à l’aide de tampon triton 
(Triton X-100 1%, Tris-HCl 50mM, NaCl lOOmM, EDTA 5mM, P-glycérophosphate 
40mM, NaF 50nM, Orthovanadate 200pM , Glycérol 5%, PMSF 5% et inhibiteurs de 
protéases (Complété EDTA-free, Roche Applied Science)) ou RIPA (NaCl 150 mM, Tris- 
HCl 50 mM, pH 7.5, EDTA 5 mM, IGEPAL 1%, Deoxycholic acid 0.5%, SDS 0.1% et 
inhibiteurs de protéases (Complété EDTA-free, Roche Applied Science)) afin d'avoir 
différentes stringences selon les tampons de lyse. Les lyses ont été suivies d'une sonication 
pour briser l'ADN et d'une centrifugation à 13000 g pendant 15 minutes à 4°C. Ensuite, les
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protéines ont été dosées par la méthode BCA (Thermo Fisher Scientific inc UT, USA). Les 
immunoprécipitations ont été réalisées sur des surnageants ajustés à 500 pg de protéines 
totales. Par la suite, 1 pg d'anticorps primaire dirigé contre i'épitope ou la protéine à 
immunoprécipiter a été ajouté au surnageant. Un volume de 60 pl d'une préparation 
contenant 25% de billes d'agaroses possédant les protéines recombinantes A et G 
immobilisées (A/G Plus Agarose, Santa Cruz Biotechnology, CA, USA) pré-équilibrées 
dans le tampon de lyse, a été ajouté au surnageant de chaque microtube. Le tout a été 
incubé à 4°C durant la nuit avec rotation.
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Figure 11: Principe de l'immunoprécipitation et de la co-immunoprécipitation. Des
anticorps spécifiques à la protéine d'intérêt et couplés à une résine sont ajoutés à la solution 
de protéines. La centrifugation permet de précipiter les protéines et des étapes de lavage 
vont permettre de retirer les protéines non reconnues. Ensuite les protéines d'intérêts sont 
éluées et pourront être séparées par un immunobuvardage de type Western. Lorsque 
plusieurs protéines précipitent avec la protéine d'intérêt, on parle de co- 
immunoprécipitation.
Le principe de l'immunoprécipitation est illustré à la figure 11. En effet, les 
protéines A et G reconnaissent et lient la portion constante de différents anticorps. Comme 
les protéines A et G sont immobilisées sur les billes d'agarose, une centrifugation est 
suffisante pour les faire précipiter. On parle de co-immunoprécipitation lorsque plusieurs 
protéines immunoprécipitent avec la protéine d'intérêt reconnue par l'anticorps. Ainsi, suite 
à l'incubation des surnageants avec les anticorps et les protéines A et G agarose, les
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échantillons ont ensuite été précipités à 13000 g pendant 1 min. Elles ont ensuite été lavées 
deux fois avec 1 ml de tampon de lyse frais et deux fois avec 1 ml de PBS, auxquels ont été 
ajoutés des inhibiteurs de protéases. L'ajout de 60 pl de tampon d'échantillon contenant du 
SDS et du DTT suivi d'une incubation de 30 minutes à 37°C permet aux protéines d'être 
éluées des billes et d'être réduites.
2.2.6 SDS-PAGE et immunobuvardage de type Western
Les lysats et les protéines immunoprécipités ont ensuite été séparés par une 
électrophorèse sur un gel de polyacrylamide à 8% contenant du SDS. Un volume de 30 pl 
de chaque échantillon a été déposé par puits. La migration a été effectuée à 25 mA lors de 
la condensation des protéines et à 35 mA lors de la séparation des protéines pendant 5 
heures dans un tampon d'électrophorèse IX. Pour éviter la surchauffe de l'appareil, la 
migration a été effectuée à 4°C. Les protéines ont ensuite été transférées sur une membrane 
de PVDF (EMD Millipore, Canada) dans un appareil de transfert à 0,1 A pendant la nuit, à 
4°C, sous agitation.
Suite au transfert des protéines, les sites de liaison non spécifiques sont bloqués 
dans une solution de 6% de lait dans du TBS-0,05% Tween pendant deux heures à la 
température de la pièce et sous agitation. Suite au blocage, les membranes ont été ensachées 
dans une pellicule plastique où l'anticorps primaire a été ajouté à la dilution appropriée dans 
une solution de 3% de lait dans du TBS-0,05% Tween pendant 2 h à la température de la 
pièce et sous agitation. Les membranes subissent ensuite cinq lavages d'une durée de cinq 
minutes dans du TBS-0,05% Tween. Les membranes sont ensuite incubées en présence de 
l'anticorps secondaire conjugué à la peroxydase du raifort (GE Healthcare, USA), dans une 
solution de 3% de lait dans du TBS-0,05% Tween pendant 1 heure à la température de la 
pièce et sous agitation ou à 4°C pour la nuit et sous agitation. Ensuite, les membranes sont 
lavées cinq fois pendant cinq minutes dans du TBS-0,05% Tween. La révélation nécessite 
l'emploi d'une trousse ECL qui contient le substrat de la peroxydase du raifort. La trousse 
Amersham ECL Plus (GE Healthcare, USA) a été utilisée. Suite à une incubation des 
membranes dans la solution ECL pendant 1 minute à la température de la pièce, un film 
Amersham Hyperfilm ECL (GE Healthcare, USA) est déposé sur les membranes pour
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capter la chimiluminescence produite lors de la réaction enzymatique entre la peroxydase 
du raifort et son substrat.
2.2.7 Microscopie confocale et FRET
Pour les expériences en microscopie confocale, les cellules HEK 293 ont été 
transfectées de façon transitoire avec le CFP-rNTS2, et le YFP-rSCG3 par la méthode du 
calcium phosphate, suivi d'une période d'expression des protéines de 48 h. Avant de 
procéder à l'acquisition d'images le milieu a été changé pour un milieu DMEM sans phénol 
rouge.
Pour les expériences de FRET, les cellules HEK 293 ont été transfectées de façon 
transitoire avec la protéine de fusion CFP-YFP comme contrôle positif ou avec les 
construits contenant les séquences codant pour les protéines CFP-hNTS2, hNTS2-CFP, 
YFP-rSCG3 et rSCG3-YFP par la méthode du calcium phosphate. La transfection a été 
suivie d'une période d'expression de 48 h. La journée du test, les cellules ont été fixée dans 
du PFA 4% pour éviter les déplacements de cellules.
Les cellules ont été observées à l'aide d'un microscope confocal Olympus FV 1000- 
1X81 à balayage (Olympus, Markham, ON) équipé de lasers à diode (405 et 633 nm), 
hélium/néon (543 nm) et Argon (458, 488 et 515 nm). Les images du CFP et du YFP ont 
été obtenues par excitation aux longueurs d'ondes de 405 nm pour le CFP et 515 nm pour le 
YFP. Les longueurs d'ondes d'excitation et d'émission du CFP sont de 458 et 480 nm 
respectivement tandis que celles du YFP sont de 514 et 527 nm. Pour les expériences de 
FRET, le photoblanchiment du YFP a été effectué avec le laser argon à 515 nm en exposant 
les cellules pendant 50 cycles à une puissance de 100% du laser. Les images ont été traitées 
et analysées à l'aide des logiciels FluoView (Olympus, Markham, ON) et Autoquant 
(MediaCybemetics, Rockville, MD).
Calcul du pourcentage d ’efficacité du FRET :
(E%) = : 1-(D onneur avant blanchiment/Donneur après blanchiment)* 100
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La figure 12 présente le principe du FRET et du FRET par photoblanchiment (Jares- 
Erijman et Jovin, 2003).
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Figure 12: Principe du FRET et du FRET par photoblanchiment. A: Pas de FRET :
L'excitation du fluorophore donneur (D) séparé de l'accepteur (A) résulte en l'émission du 
donneur. FRET : L'excitation du donneur (D) à une distance de moins de 10 nm du 
fluorophore accepteur (A) résulte en une émission de l'accepteur et un signal diminué du 
donneur. B: FRET: L'excitation du donneur (D) à une distance de moins de 10 nm du 
fluorophore accepteur (A) résulte en une émission de l’accepteur et un signal diminué du 
donneur Photoblanchiment: Une excitation suffisante pour détruire l'accepteur (A) élimine 
le potentiel de l'accepteur de participer au transfert d'énergie. Émission du donneur 
augmentée: L'excitation du fluorophore donneur (D), suivant le photoblanchiment, résulte 
en une émission augmentée du donneur (D) par raport au FRET.
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2.3 Utilisation des DsiRNA
L'habilité à manipuler l'expression de gènes peut aider à élucider les fonctions des 
produits de ces gènes et faciliter l'observation de changements phénotypiques subséquents 
et ce, de manière contrôlée (Agrawal et a l,  2003; Hannon, 2002). L'utilisation de 
différentes stratégies employant des ARN interférants pour réduire de façon spécifique des 
gènes cibles est une méthode couramment utilisée in vitro, et de plus en plus acceptée in 
vivo (Behlke, 2006). Le principe de l'interférance de l'ARN est illustré à la figure 13.
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Figure 13: Mécanisme de l'interférence de l'ARN de façon endogène et exogène. (1)
Biogénèse des microARN (miRNA). À l'intérieur du noyau, les pri-miRNAs sont tout 
d'abord clivés par Drosha pour produire les pre-miRNAs. L'exportine-5 (Exp5) transporte 
les pre-miRNAs dans le cytoplasme. Ces transcrits sont ensuite traités par Dicer en 
duplexes miRNA. Les miRNA entrent ensuite dans le complexe RISC. (2) Les petits ARN 
interférants (siRNA) sont des molécules synthétiques qui miment les produits de Dicer et 
sont directement intégrés aux complexe RISC. (3) Par contre, une plus récente génération 
de siRNA composée de 27 nucléotides appelés Dicer-substrate siRNA (DsiRNA) tire parti 
d'une pré-association avec l'enzyme Dicer, ce qui facilite l'entrée dans le complexe RISC. 
Le point commun des trois voies est l'intégration des produits de Dicer dans le complexe 
RISC. Lors de l'assemblage du complexe RISC, l'un des deux brins de siRNA, appelé brin 
passager, est clivé et libéré, tandis que l'autre brin, le brin guide est incorporé à la protéine 
Argonaute Ago2 composante de RISC. Ce qui provoque l'activation de RISC. Le siRNA 
simple brin restant guide le complexe RISC dans la reconnaissance de son ARNm cible par 
un appariement parfait des bases (reconnaissance de la cible). Enfin, l'ARNm cible est 
dégradé par l'activité endonucléotique de la protéine Ago2 (dégradation de la cible). (Tiré 
de: Sarret etal., 2011)
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2.3.1 Synthèse des DsiRNA
Les DsiRNA ont été synthétisés par la compagnie IDT (Integrated DNA 
Technologies, IA). L ’identité de chaque duplex a été validée par spectrométrie de masse 
avec ionisation par électrospray (ESI-MS). La valeur prédite de masse est de ± 0,02 %. La 
purification s’est faite par chromatographie liquide à haute performance (HPLC). Le niveau 
de pureté des composés est supérieur à 90 %. À la fin du procédé de synthèse, les duplex 
ont été préparés sous la forme de sel de sodium. Le tableau 2 montre la séquence des douze 
candidats synthétisés.
2.3.2 Transfection des DSiRNA in vitro et analyse par PCR quantitatif
2.3.2.1 Validation des DSiRNA dans les cellules Neuro2a
La lignée cellulaire Neuro2a qui exprime de façon endogène la sécrétogranine III a 
été mise en culture dans des plaques de 96 puits. Les cellules ont été transfectées par les 
DsiRNA SCG3 (0,1, 1, 10 nM) ou par les contrôles négatifs (NC1, NC5 et NC7 10 nM) 
formulés avec 1 pL de RNAiMAX (Invitrogen, Carlsbad, CA ) à une densité de 5X104 
cellules. Chaque condition de transfection est faite en triplicata. Après 24 h de transfection, 
l ’ARN total a été extrait à l’aide du système d ’isolation SV96 total RNA (Promega, 
Madison, WI). La transcription inverse a été effectuée avec 150 ng d ’ARN et 20 U 
d ’enzyme SuperScript II (Invitrogen, Carlsbad, CA). La PCR quantitative a été réalisée en 
triplicata à partir de chaque extrait d ’ADNc mélangé à du Light Cycler 480 probe Master 
mix sur l’appareil Light Cycler 480 (Roche Applied Science, Indianapolis, IN). Le niveau 
d’expression de la sécrétogranine III a été analysé par quantification absolue et normalisée 
à partir des gènes rapporteurs HPRT and RPL23. Le niveau maximal d ’expression de 
l’ARNm de la sécrétogranine III a été fixé à 100%  en fonction du niveau d ’expression 
obtenu par les contrôles négatifs NC1, NC5 et NC7. La séquence des amorces utilisées est 
présentée dans le tableau 3.
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DsiRNA SCG3 Séquences nucléotidiques
Sg3-445 5’3’
AGACAAAUCCCUGCAUAAUAGAGaa
GUUCUGUUUAGGGACGUAUUAUCUCUU
5’ AGACAAAUCCCUGCAUAAUAGAGaa
Sg3-783 3’ GUUCUGUUUAGGGACGUAUUAUCUCUU
Sg3-837 (3) 5’3’
GGAUUUAUGAGGAGAACGACAGAgg
GUCCUAAAUACUCCUCUUGCUGUCUCC
5' C A A A AG AGGC C A AC AAUU AU G AGga
Sg3-969 3' AAGUUUUCUCCGGUUGUUAAUACUCCU
Sg3-1115 5'3'
AACACCUUGACCUUGUCCAAUGGct
GAUUGUGGAACUGGAACAGGUUACCGA
5' CAAAAGAGAAAGAAACCCUGAUCac
Sg3-1242 3' UCGUUUUCUCUUUCUUUGGGACUAGUG
Sg3-1292 5'3'
GU G A A A AU GAU GGU G A AAU ACGGta 
AGCACUUUUACUACCACUUUAUGCCAU
Sg3-1345 5'3'
CCUU G AAAACUU GG AU G AAAC AAtt 
AUGGAACUUUUGAACCUACUUUGUUAA
Sg3-1382 5'3'
A AG AAC A AGC U AG A AA A AA AU ACta 
GGUUCUU GUU C GAU CUUUUUUU AU GAU
5' ACUUGGAAGCCAUUAGAAAAAACat
Sg3-1587 3' GAUGAACCUUCGGUAAUCUUUUUUGUA
Sg3-1639 (2) 5'3'
GGGCAACAAAGAAGAUUACGACCtt 
UUCCCGUU GUUU CUUCU AAU GCU GGAA
5’ AGUUAAUCCCUUAGAAAUGAGUAaa
Sg3-1890(7) 3’ CAUCAAUUAGGGAAUCUUUACUCAUUU
Tableau 2 : Séquences nucléotidiques des brins sens et anti-sens des DsiRNA  
sécrétogranine III. Les composés ont été conçus pour reconnaître de façon spécifique 
l’ARNm de la protéine sécrétogranine III chez rattus norvegicus et mus musculus. Le 
numéro des duplex indique la localisation précise sur l’ARNm de la sécrétogranine III que 
ciblent les DsiRNA. Les minuscules sont des résidus désoxyribonucléiques.
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2.3.2. 2 Validation des DSiRNA dans les cellules P C  12
En second lieu, la lignée cellulaire PC 12 qui exprime aussi de façon endogène la 
sécrétogranine III a été mise en culture dans des plaques de 48 puits (1X105 cellules) 
(milieu de culture utilisé: F 12 supplémenté de 15 % de sérum de cheval et 2,5% FBS, 1 % 
de pénicilline/streptomycine). Les cellules ont été transfectées par les DsiRNA SCG3 (300, 
100, 30 nM) ou par les contrôles négatifs (NC1, NC5 et NC7 10 nM) formulés avec 4,5 pL 
de Transductin (IDT). Chaque condition de transfection est faite en triplicata. Deux heures 
suivant la transfection, le milieu a été changé (milieu F12K supplémenté avec 15 % de 
sérum de cheval et 2,5% FBS). Après 24 h de transfection, l’ARN total a été extrait à l’aide 
du système d’isolation SV96 total RNA (Promega, Madison, WI). La transcription inverse 
a été effectuée avec 150 ng d ’ARN et 20 U d ’enzyme SuperScript II (Invitrogen, Carlsbad, 
CA). La PCR quantitative a été réalisée en triplicata à partir de chaque extrait d ’ADNc 
mélangé à du Light Cycler 480 probe M aster mix sur l ’appareil Light Cycler 480 (Roche 
Applied Science, Indianapolis, IN). Le niveau d ’expression de la sécrétogranine III a été 
analysé par quantification absolue et normalisée à partir des gènes rapporteurs Rn HPRT et 
Rn Ode. Le contrôle positif utilisé correspond à l'invalidation de HPRT par des DSiRNA 
dirigés contre HPRT. Le contrôle négatif correspond à des cellules seules. Le niveau 
maximal d ’expression de l’ARNm de la sécrétogranine III a été fixé à 100 % en fonction du 
niveau d’expression obtenu par les contrôles négatifs NC1, NC5 et NC7. La séquence des 
amorces utilisées est présentée dans le tableau 3.
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Nom Brins sens
Mm Scg3F695 GAGTACGATTCCACCAAGAGTG
Mm Scg3 R783 GCAGTTAAAGGAGTTCCATCCA
Mm Scg3 P729 /5 6-F AM/AGTTT C AAG/ZEN/AT G ACCC AG ACGGCC/31 ABkF Q/
Mm Scg3F1593 GGCT G A AG AAAC AT AAC A AG AAGG
Mm Scg3 RI 689 TTCTCCACATAAGCGTCAGC
Mm Scg3 P I661 /5HEX/TGATAAAGT/ZEN/CCCTCATCTTTGAAAGGTCGTAAT
C/3IABkFQ/
Mm HPRT F576 CAAACTTTGCTTTCCCTGGT
Mm HPRT R664 CAACAAAGTCTGGCCTGTATC
Mm HPRT P616 /5HEX/T GGTT A AGG/ZEN/TT GC AAGCTTGCTGGT G/31 ABkF Q/
Rn Scg3 F608 AG ACTGA AT GT GG ACG AT GC
Rn Scg3 R747 GCAGTTAAAGGAGTTCCATCCAG
Rn Scg3 P697 /56-FAM/TCAAGATGA/ZEN/CCCAGATGGCCTCC/3IABkFQ/
Rn Scg3 F1378 GCCAGAGAAGAGTCACGAAG
Rn Scg3 R1487 CG AGGTT GG AGTT ATCGT CTT
Rn Scg3 P I424 /5HEX/CGGCTTCCT/ZEN/CCTT GGTACTGTCT G/31 ABkF Q/
R rO dcl F1085 T G AC ATT GGT GGT GGCTTT C
R rO dcl R1212 GCTCAGCTATGATTCTCACTCC
R nO dcl PI 143 /5M AXN/ACC AGT GT AAT C A ACCC AGCTCTGGAC A/31 ABkF Q/
Rn HPRT F217 CG AGAT GT C AT G AAGG AG AT GG
Rn HPRT R309 GTAATCCAGCAGGTCAGCAAAG
Rat HPRT P245 /56-FAM/ATCACATTG/ZEN/TGGCCCTCTGTGTGCTGAA/
3IABkFQ/
Tableau 3 : Amorces utilisées pour les études de qPCR
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2.3.3 Modification des DsiRNA
Les DSiRNA ayant obtenu le meilleur potentiel d'invalidation du gène de la 
sécrétogranine III ont été sélectionnés et ont subi des modifications par méthylation visant à 
augmenter leur stabilité in vivo. Le duplex Sg3-1345 a obtenu le meilleur potentiel chez la 
souris tandis que le duplex Sg3-1890 a obtenu le meilleur potentiel chez le rat. Les bases 
soulignées dans le tableau 4 correspondent au positionnement des groupements méthyles.
DsiRNA
SCG3 Séquences nucléotidiques
Sg3-1345 5’- CCUUGAAAACUUGGAUGAAACAAUt 
3'- AUGGAACUUUUGAACCUACUUUGUUAA
Sg3-1890 5'- AGUU AAU C C CUU AG A A AU G AGU A Aa 
3'- CAUCAAUUAGGGAAUCUUUACUCAUUU
NC1 27mer
5' CGUUAAUCGCGUAUAAUACGCGUAt 
3' CAGCAAUUAGCGCAUAUUAUGCGCAUA
NC5 27mer 5’ CAUAUUGCGCGUAUAGUCGCGUUAg 
3’ UGGUAUAACGCGCAUAUCAGCGCAAUC
NC7 27mer 5’ GGCGCGUAUAGUCGCGCGUAUAGUc 
3’ CUCCGCGCAUAUCAGCGCGCAUAUCAG
Tableau 4 : Séquences nucléotidiques des brins sens et anti-sens des DsiRNA  
sécrétogranine III après méthylations. Les DSiRNA ayant obtenu les meilleurs résultats 
pour l'invalidation de la sécrétogranine III ainsi que les contrôles négatifs NC1, NC5, NC7 
ont reçu l'ajout de méthylations afin d'augmenter leur stabilité in vivo. Le numéro des 
duplex indique la localisation précise sur l ’ARNm de la sécrétogranine III que ciblent les 
DsiRNA. Les lettres en gras et soulignées désignent l’ajout d ’un groupement méthyle (2- 
OMe) sur le résidu.
R é s u l t a t s
3.1 Double Hybride chez la levure
Comme mentionné précédemment, le récepteur NTS2 est peu présent à la 
membrane et principalement stocké au niveau du réseau Golgien. Nous avons donc voulu 
comprendre les mécanismes de l'adressage particulier du récepteur NTS2.
La première étape de ce projet a donc été de tenter d'identifier des partenaires 
d'interaction potentiels du récepteur NTS2. Pour ce faire, un essai de double hybride chez la 
levure a été réalisé. Seule la troisième boucle intracellulaire soit les acides aminés 231 à 
294 du récepteur NTS2 de rat a été utilisée comme appât plutôt que le récepteur entier, 
puisque c'est une portion importante dans la signalisation et le trafic du récepteur. Comme 
mentionné précédemment, la troisième boucle intracellulaire est impliquée dans le couplage 
des protéines G ainsi que dans le recyclage du récepteur. Puisqu'une différence d ’un seul 
acide aminé, la Tyr237, entre les récepteurs murins et humains provoque un changement 
dans l'adressage du récepteur, nous nous sommes intéressés à cette portion du récepteur.
À l'aide de cet appât, une librairie ADNc de cerveau de rat correspondant à la 
substance noire, la VTA et le mésencéphale a été criblée. Ce criblage nous a permis 
d'identifier des partenaires d'interaction potentiels dont la probabilité de liaison avec la 
troisième boucle intracellulaire du récepteur NTS2 a été évaluée et classifiée selon des 
critères préétablis. La classification comprend 5 catégories, de A à E. La classification des 
catégories correspond à une très haute confiance en l'interaction (A), une haute confiance 
en l'interaction (B), une bonne confiance en l'interaction (C), une confiance modérée en 
l'interaction (D) et finalement une interaction non spécifique des protéines (E). Il est à noter 
que la catégorie D comprend deux classes d'interactions soit les faux positifs et les 
interactions difficilement détectables avec la technique du double hybride utilisée. Les 
causes pouvant expliquer une détection plus basse sont la faible représentation de l'ARNm 
dans la librairie, le repliement de la proie et la toxicité de la proie chez la levure. La 
troisième boucle intracellulaire du récepteur NTS2 a présenté des interactions avec une 
dizaine de protéines dont la probabilité de liaison se situe entre A et D (tableau 5).
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Gène Protéine identifiée Probabilité de liaison
Ahcyll IRBIT A
A scii (achaete-scute 
complex homolog 1 )
A scii D
Fdftl Squalène synthase D
Heyl Hairy-related transcription 
factor 3
D
Neurod2 Neurogenic différentiation 
factor 2
D
RGD1310357 STS-1, UBASH3B. 
Ubiquitin-associated and 
SH3 domain-containing 
protein B
D
RGD1565584 Crebzf CREB/ATF bZIP 
transcription factor
D
Suptôh transcription élongation 
factor SPT6
D
Zbtblô zinc ftnger protein 145 D
Rat secretogranin III Sécrétogranine III B
Tableau 5 : Gènes identifiés par la technique du double hybride représentant des 
candidats à l'interaction avec la troisième boucle intracellulaire du récepteur NTS2.
La probabilité de liaison A correspond à une très haute confiance en l'interaction, B ; une 
haute confiance en l'interaction, C ; une bonne confiance en l'interaction, D ; une confiance 
modérée en l'interaction.
Suite à l'évaluation de la probabilité de liaison avec notre appât, deux protéines se 
sont distinguées et ont obtenu un classement élevé soit IRBIT et la sécrétogranine III.
La protéine IRBIT (Inositol 1,4,5-Triphosphate Receptor-binding Protein Released with 
IP3) a tout d’abord été identifiée comme une protéine induite pendant la différenciation des 
cellules dendritiques présentatrices d'antigènes (Dekker et a l, 2002) et comme un gène qui 
est régulé négativement en réponse à des agents perturbateurs de l'ADN (Wittig et al., 
2002). IRBIT est une protéine qui possède de multiples fonctions. Entre autres, il a été
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démontré que IRBIT joue un rôle dans la signalisation du Ca2+ en s ’associant et régulant la 
fonction du récepteur à l'IP3 (Ando et a l, 2003; Devogelaere et al., 2006). Il a aussi été 
montré qu'IRBIT joue un rôle dans la sécrétion épithéliale de HCO3 en régulant l'activité 
du co-transporteur Na+-H C 03' (Steward et a i, 2005; Shirakabe et a l, 2006). De plus, il a 
été rapporté qu'IRBIT aurait un rôle dans la polyadénylation de l'ARNm pour réguler 
l'expression de gènes (Kiefer et al, 2009). Ces découvertes ne présentent qu'une fraction 
des fonctions de IRBIT suggérées par ces domaines connus.
Toutefois, c'est l'interaction avec la protéine sécrétogranine III qui a 
particulièrement attiré notre attention par sa localisation cellulaire et ses fonctions.
La sécrétogranine III est une protéine classée dans la famille des granines de par sa 
composition en acides aminés hydrophobes ainsi que par sa localisation (Ottiger et al, 
1990; Hosaka et al, 2002, Sakai et al., 2003; Sakai et a l, 2004; Hosaka et al., 2005). Les 
granines forment une large famille de protéines présentes dans la voie de sécrétion régulée 
des cellules sécrétrices telles que les cellules endocriniennes et neuroendocriniennes.
La sécrétogranine III jouerait un rôle dans le tri ou la rétention des protéines vers la 
voie de sécrétion régulée. En effet, il a été montré que la sécrétogranine III lie fortement la 
chromogranine A, un autre membre de la famille des granines retrouvé au niveau des 
granules de sécrétion. L'interaction se produit principalement à un pH de 5.5 correspondant 
aux pH intra-granulaire. Lorsque le domaine de liaison à la sécrétogranine III de la 
chromogranine A est retiré de la protéine, il en résulte une mauvaise répartition de la 
chromogranine A qui se retrouve alors dans la voie de sécrétion constitutive. Néanmoins, 
l'effet inverse soit une délétion du domaine de liaison à la chromogranine A de la 
sécrétogranine III n'affecte pas la localisation subcellulaire de la sécrétogranine III, qui se 
retrouve tout de même dans les granules de sécrétion (Hosaka et al., 2002).
Il a aussi été montré que dans certains types cellulaires, la sécrétogranine III est 
préférentiellement localisée à la membrane dans la lumière des granules de sécrétion bien 
que cette protéine ne possède pas de domaine transmembranaire (Sakai et a l, 2003, Sakai 
et al., 2004). Des études biochimiques démontrent que la sécrétogranine III se lie 
directement à la membrane des granules de sécrétion par son extrémité N-terminale et d'une 
manière cholestérol-dépendante car la délétion de la région N-terminale ou la déplétion du
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cholestérol de la membrane du granule provoque une dissociation de la sécrétogranine III 
du granule de sécrétion (Hosaka et a l, 2004).
Il a été montré que la sécrétogranine III pouvait aussi lier la carboxypeptidase H 
(CPE), qui est aussi considérée comme étant un récepteur de tri/rétention vers les granules 
de sécrétion (Loh et al, 2002). Les deux protéines sont indépendantes mais leur association 
facilite le transport de protéines solubles vers le granule de sécrétion (Hosaka et a l, 2005).
Finalement, la sécrétogranine III, comme les autres granines, participe à la 
biogenèse ou à la formation des granules de sécrétion en partance du Golgi (Hosaka et 
Watanabe., 2010).
3.2 Interaction entre la protéine sécrétogranine III et le récepteur NTS2
Suite à la découverte de l'interaction entre la protéine sécrétogranine III et la 
troisième boucle intracellulaire du récepteur NTS2 chez la levure, il a fallu déterminer si 
cette interaction était possible et présente dans un système cellulaire comprenant cette fois- 
ci le récepteur entier.
Pour ce faire, nous avons utilisé un modèle de surexpression de nos protéines 
d'intérêts, le récepteur NTS2 et la sécrétogranine III. La lignée de cellules rénales 
embryonnaires humaines, HEK 293 a été utilisée, entre autres, pour sa facilité de 
transfection. Afin de déterminer la présence d'une interaction protéine-protéine, nous avons 
utilisé la technique de co-immunoprécipitation des protéines.
Mais avant tout, nous avons voulu caractériser l'expression de nos plasmides dans la 
lignée cellulaire pour permettre d'optimiser les co-immunoprécipitations. De cette façon, 
nous pouvions par le fait même valider les anticorps que nous allions utiliser et vérifier leur 
efficacité à immunoprécipiter nos protéines d'intérêts.
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3.2.1 Caractérisation des anticorps dirigés contre le récepteur NTS2
Tout d'abord, les séquences des récepteur NTS2 du rat et de l'humain ont été 
utilisées étant donné l'importance de la Tyr237 du récepteur humain, empêchant son 
recyclage à la membrane plasmique suite à l'internalisation du récepteur (Martin et al, 
2001).
Les cellules HEK 293 ont donc été transfectées de façon transitoire avec soit le 
récepteur HA-rNTS2 du rat ou le HA-hNTS2 de l'humain. Les cellules ont été lysées dans 
un tampon RIPA 48 heures suivant la transfection pour permettre une bonne expression du 
récepteur NTS2. Puis, différents anticorps dirigés contre le récepteur NTS2 ou contre 
l'épitope HA ont été utilisés pour immunoprécipiter le récepteur. Suite à sa migration sur 
gel SDS-page et un immunobuvardage de type western avec l'anticorps anti-HA (souris), le 
récepteur NTS2 est retrouvé à environ 45 kDa. Toutefois, il a été démontré précédemment 
que le récepteur pouvait former des dimères et posséder des formes glycosylées pouvant 
apparaître à un poids moléculaire plus élevé (Perron et a l, 2005).
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Figure 14 : Immunoprécipitations des récepteurs HA-rNTS2 et HA-hNTS2.
Caractérisation des constructions plasmidiques des récepteurs HA-rNTS2 et HA-hNTS2 et 
des anticorps dirigés contre le récepteur NTS2 ou son épitope HA. Les anticorps anti-HA 
(lapin) et anti-NTS2 (517) ont permis d'immunoprécipiter les récepteurs HA-hNTS2 et HA- 
rNTS2, bien que beaucoup plus faiblement. L'anticorps anti-NTS2 (H85) n'a permis 
d'immunoprécipiter que le HA-hNTS2. L'anticorps anti-HA (souris) a été utilisé pour 
réaliser l'immunobuvardage. Aucune bande correspondant au récepteur NTS2 n'a été 
observé dans les différents contrôles négatifs soit le contrôle sans anticorps identifié par IP 
contrôle ou dans les lysats de cellules HEK 293 non transfectées.
Les résultats de la figure 14 montrent clairement la présence du récepteur HA- 
hNTS2. En effet, les immunoprécipitations par l'anticorps anti-HA (lapin) (1:5000) dirigé 
contre l'épitope HA, identifiées par IP HA sur la figure montrent une forte présence du 
récepteur d'origine humaine à une hauteur d'environ 45 kDa. Le récepteur HA-rNTS2 quant 
à lui est difficilement détectable. À noter, la présence de trois bandes non spécifiques entre 
60 et 95 kDa, présentes dans les quatre puits. La présence de ces bandes dans le puits 1 
correspondant au tampon de lyse RIPA montre que ce ne sont pas des protéines en 
provenance des lysats de protéines. Comme ces bandes ne sont pas présentes dans les autres 
puits ni dans les expériences suivantes avec l'utilisation des mêmes anticorps, il est possible 
qu'elles soient dues à une contamination de cette série d'échantillons. Les puits 5 à 8
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montrent les immunoprécipitations par l'anticorps anti-NTS2 (H85) (1:5000) dirigé contre 
les acides aminés 116 à 200 de la région interne du récepteur NTS2 d'origine humaine. 
Dans ce cas ci, le récepteur HA-rNTS2 n'est simplement pas détecté. Seul le récepteur HA- 
hNTS2 a été précipité. De plus, la précipitation du récepteur est visuellement nettement 
moindre. Finalement, l'immunoprécipitation du récepteur NTS2 à l'aide de l'anticorps 517 
(1:5000) dirigé contre la portion de la queue N-terminale du récepteur NTS2 de rat est 
identifiée sur la figure par IP 517. Encore une fois, on observe facilement le récepteur HA-
s
hNTS2 tandis que le récepteur HA-rNTS2 est plus difficilement observable. La présence du 
récepteur HA-rNTS2 à environ 40 kDa est très faible, ce qui reflète probablement la 
différence du nombre de tag HA entre les protéines humaines et de rat. En effet, le 
récepteur HA-hNTS2 possède trois HA adjacents tandis que le récepteur HA-rNTS2 ne 
possède qu'un seul HA. Aucune bande n'a été observée entre 40 et 45 kDa dans les puits 
contrôles soit le tampon de lyse et les lysats de cellules non transfectées ni dans le contrôle 
sans anticorps identifié par IP contrôle dans la figure 14.
De plus, il est possible d'observer une bande estimée à environ 80 kDa et une traînée 
entre 120 et 250 kDa pour le récepteur HA-hNTS2 dans le cas des immunoprécipitations 
par les anticorps anti-HA (lapin) et anti-NTS2 (517). Cela pourrait correspondre à des 
complexes multimériques du récepteur. Le schéma des bandes correspond à ce qui a déjà 
été démonté dans la littérature (Sarret et al., 2003; Perron et al., 2005).
La plus grande facilité du récepteur HA-hNTS2 à être immunoprécipité nous a porté 
à l'utiliser préférentiellement par rapport au HA-rNTS2 pour les expériences d'interactions 
protéine-protéine entre le récepteur NTS2 et la protéine sécrétogranine III.
3.2.2 Caractérisation des anticorps dirigés contre la sécrétogranine III
D'autre part, nous avons aussi caractérisé l'expression de deux plasmides contenant 
la sécrétogranine III liée aux épitopes CFP ou YFP en N-terminal. La séquence de la 
sér.rétoaranine ITT nrnvient nuant-à-elle du rat. toutefois l'hom oloeie avec la séauence----------0-------   r __ . -----------  . . .    .... . . .  . 4^5 i
humaine est de 86%.
De la même manière, les cellules HEK 293 ont été transfectées de façon transitoire 
avec le CFP-rSCG3 ou le YFP-rSCG3. Les cellules ont été lysées dans un tampon RIPA 48
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heures suivant la transfection de manière à augmenter les taux d'expression du récepteur 
NTS2. Des anticorps dirigés contre la sécrétogranine III ou dirigés contre l'épitope GFP, 
reconnaissant aussi CFP et YFP ont ensuite été ajoutés aux lysats pour 
l'immunoprécipitation. Puis, suite à la migration, un immunobuvardage de type western a 
été réalisé avec les deux anticorps dirigés contre la sécrétogranine III, anti-SCG3 (lapin) et 
(chèvre). La protéine sécrétogranine III possède un poids moléculaire de 53 kDa tandis que 
les protéines fluorescentes CFP et YFP ont un poids moléculaire d'environ 30 kDa. La 
protéine recombinante est alors attendue à environ 80 kDa, suite à sa migration sur gel 
SDS-page.
De plus comme la sécrétogranine III est une protéine encore peu connue, il nous 
semblait préférable d'utiliser plus d'un anticorps dirigé contre cette protéine pour nous 
assurer que la protéine reconnue est bien la sécrétogranine III.
IPGFP IPanti-SCG3 {lapin) lysa te  IPanti-SCG3 (chèvre)
IB: anti-SCG3 (chèvre) IB: anti-SCG3 (lapin)
Figure 15 : Immunoprécipitations des protéines CFP-rSCG3 et YFP-rSCG3.
Validation des constructions plasmidiques des protéines CFP-rSCG3 et YFP-rSCG3 ainsi 
que des anticorps dirigés contre la protéine sécrétogranine III ou contre les épitopes CFP et 
YFP. En A) des immunoprécipitations ont été réalisées avec l'anticorps anti-GFP et anti- 
SCG3 (lapin) puis un immunobuvardage a été réalisé avec l'anticorps anti-SCG3 (chèvre). 
En B) des immunoprécipitations ont été réalisées avec l'anticorps anti-SCG3 (chèvre), puis 
un immunobuvardage a été réalisé avec l'anticorps anti-SCG3 (lapin). Les flèches indiquent 
la présence de la sécrétogranine III dans les échantillons à environ 80 kDa.
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Les résultats présentés à la figure 15A montrent la présence du CFP-SCG3 et du 
YFP-SCG3 dans nos échantillons et ce, avec tous les anticorps utilisés. Tout d'abord, la 
présence d'une bande à environ 80 kDa montre que le CFP-SCG3 ainsi que le YFP-SCG3 
ont été immunoprécipités par l'anticorps anti-GFP. Cet anticorps reconnaît tout autant le 
CFP et le YFP. Les puits sont identifiés par IP GFP sur la figure 15. Toutefois, la 
précipitation semble la plus faible des trois anticorps utilisés. Ensuite, l'anticorps anti-SCG3 
(lapin) montre aussi la présence du CFP ou YFP-SCG3 à 80 kDa que ce soit en 
immunoprécipitation ou en simple lysat cellulaire. L'anticorps peut donc tout autant 
précipiter et détecter la protéine. Aucune bande n'est observée à 80 kDa dans les contrôles 
négatifs soit les HEK 293 transfectées avec un CFP seulement. Il est aussi possible 
d'observer une seconde bande dans le lysat cellulaire à environ 65 kDa qui pourrait 
possiblement être une forme de dégradation de la sécrétogranine III. En effet la 
sécrétogranine III subit un processus protéolytique à l'intérieur des vésicules de sécrétion 
(Holthuis et al., 1996), de plus cette bande a été fréquemment retrouvée dans nos 
expériences ainsi que dans la littérature (Holthuis et al., 1996; Hosaka et al., 2005). La 
figure 15B montre que l'anticorps anti-SCG3 (chèvre) permet aussi de précipiter la 
sécrétogranine III et de la détecter en immunobuvardage à 80 kDa. Aucune bande n’est 
observée dans le contrôle négatif contenant le CFP uniquement.
Aussi, diverses bandes sont observées dans les puits où il y a immunoprécipitation à 
des hauteurs variant entre 30 et 60 kDa. Ces bandes non spécifiques observées autant à la 
figure 15A que B semblent provenir de l'immunoprécipitation puisqu'elles ne sont pas 
présentes dans le lysat cellulaire. Il est donc possible que ce soit des protéines non 
spécifiques ou encore des immunoglobulines.
Malgré leur efficacité de transfection et d'immunoprécipitation similaires, les 
expériences ont été poursuivies avec le YFP-rSCG3. De plus, étant donné leur meilleurs 
résultats en immunoprécipitation, les anticorps dirigés contre la sécrétogranine III ont été 
utilisés préférentiellement par rapport à l'anticorps dirigé contre les épitopes CFP et YFP. 
Nos divers constructions et notre multitude d'anticorps ont donc été caractérisés pour la 
suite de notre étude sur l'interaction entre la protéine sécrétogranine III et le récepteur 
NTS2.
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3.2.3 Co-Immunoprécipitations
3.2.3.1 Immunoprécipitation de la protéine YFP-SCG3
Suite à la validation de nos anticorps et de nos constructions plasmidiques de nos 
deux partenaires d'interaction, nous avons procédé à l'évaluation des interactions protéines- 
protéines par la co-immunoprécipitation.
Les cellules HEK 293 ont donc été transfectées de façon transitoire par la méthode 
du phosphate de calcium avec les constructions du récepteur NTS2, le HA-hNTS2 et de la 
sécrétogranine III, le YFP-SCG3. Toujours selon le même protocole, les cellules ont été 
incubées 48 h suivant la transfection puis, les cellules ont été lysées dans un tampon RIPA. 
Dans le même ordre d'idée que pour les précédentes validations, différentes 
immunoprécipitations ont été réalisées à la fois sur le récepteur HA-hNTS2 et sur la YFP- 
SCG3.
Nous avons tout d'abord procédé aux immunoprécipitations à l'aide des anticorps 
dirigés contre la protéine sécrétogranine III, pour vérifier si la sécrétogranine III pouvait 
entraîner le récepteur NTS2.
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Figure 16: Immunoprécipitation de la protéine YFP-SCG3. Les cellules HEK 293 ont
été co-transfectées avec la YFP-SCG3 et le HA-hNTS2. En A) les immunoprécipitations 
ont été réalisées avec les anticorps anti-SCG3 (lapin), (chèvre) et anti-GFP suivi d'un 
immunobuvardage réalisé avec l'anticorps anti-HA (souris). Une bande à 45 kDa indiquée 
par la flèche, montre la présence du récepteur HA-hNTS2 qui a co-immunoprécipité avec 
la protéine YFP-SCG3. En B) des immunoprécipitations réalisés avec les anticorps anti- 
NTS2 (517) et anti-HA (lapin) ont été réalisées, suivi d'un immunobuvardage à l'aide de 
l'anticorps anti-HA (souris). IP contrôle - réfère aux immunoprécipitations réalisées sur des 
cellules HEK 293 non transfectées.
La figure 16 A montre les résultats obtenus suite aux immunoprécipitations réalisées 
avec les anticorps anti-SCG3 (lapin), (chèvre) et anti-GFP. Les immunoprécipitations ont 
été suivies d'un immunobuvardage réalisé avec l'anticorps anti-HA (souris). Le contrôle 
négatif représente une immunoprécipitation faite sur des cellules HEK 293 non 
transfectées. Dans les premiers, deuxième et quatrième puits, on remarque la présence d'une 
bande à 45 kDa qui montre la présence du récepteur HA-hNTS2. Le récepteur a donc co- 
immunoprécipité avec la protéine YFP-SCG3, dans les trois cas. A la figure 16 B, des 
immunoprécipitations effectuées avec les anticorps anti-NTS2 (517) et anti-HA (lapin) ont
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été réalisées, suivi d'un immunobuvardage à l'aide de l'anticorps anti-HA (souris). Ces 
immunoprécipitations servent de contrôle pour la présence du récepteur HA-hNTS2 en 
ayant été réalisées sur les mêmes lysats que les immunoprécipitations réalisées avec les 
anticorps dirigés contre la sécrétogranine III ou le tag YFP. La présence de la 
sécrétogranine III dans les cellules ayant été confirmée par fluorescence avant de procéder 
à la lyse cellulaire.
De plus, il est possible de remarquer que le patron des bandes est similaire à celui 
obtenu à la figure 14 pour l'immunoprécipitation avec l'anticorps anti-NTS2 (517), soit une 
bande à 45 kDa ainsi que des bandes de poids moléculaire supérieur entre 70 et 250 kDa 
tout comme à la figure 14. Ces bandes montrant des complexes multimériques du récepteur 
et des formes ayant subi des modifications post-traductionnelles comme la glycosylation. 
Les résultats concordent donc entre eux et sont reproductibles.
Ensuite, nous avons aussi vérifié que l'interaction entre le récepteur HA-hNTS2 et la 
YFP-SCG3 était toujours présente lorsque c'était le récepteur qui était immunoprécipité 
plutôt que la sécrétogranine III.
3.2.3.2 Immunoprécipitation du récepteur HA-hNTS2
Les cellules HEK 293 ont subi les mêmes procédures que pour les 
immunoprécipitations de la protéine sécrétogranine III. Toutefois, deux tampons ont été 
utilisés pour la lyse soit un tampon triton et un tampon RIPA. Les immunoprécipitations 
ont été réalisées sur le récepteur HA-hNTS2. La présence de la sécrétogranine III a été 
préalablement confirmée par fluorescence.
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Figure 17: Immunoprécipitation de la protéine HA-hNTS2. Les cellules HEK 293 ont
été co-transfectées avec la YFP- SCG3 et le HA-hNTS2. En A) les immunoprécipitations 
ont été réalisées avec l'anticorps anti-HA (souris) suivi d'un immunobuvardage réalisé avec 
l'anticorps anti-SCG3 (lapin). Une bande à 80 KDa indiquée par la flèche, montre la 
présence de la protéine YFP-SCG3 qui a co-immunoprécipité avec le récepteur HA- 
hNTS2. En B) des immunoprécipitations réalisées avec les anticorps anti-HA (souris) ont 
été réalisées, suivi d'un immunobuvardage à l'aide de l'anticorps anti-HA (lapin). Le 
récepteur HA-hNTS2 est identifié par une flèche à  45 kDa. Les différents échantillons ont 
été lysés dans différents tampons soit un tampon triton (T) ou RIPA (R) afin d'utiliser 
différentes stringences dans la lyse.
La figure 17A montre les résultats qui ont été obtenus suite à des 
immunoprécipitations réalisées avec l'anticorps anti-HA (souris). Un immunobuvardage a 
ensuite été réalisé avec l'anticorps anti-SCG3 (lapin). Le premier puits correspond à un 
contrôle négatif qui ne contient que le tampon de lyse triton. Les deux puits suivants 
montrent les contrôles négatifs correspondants aux cellules transfectées avec la YFP-SCG3
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et la protéine YFP seule. Les quatrième et cinquième puits, montrent les 
immunoprécipitations sur les cellules co-transfectées avec la YFP-SCG3 et le récepteur 
HA-hNTS2. On peut observer une bande à 80 kDa indiquée par la flèche, correspondant à 
la protéine YFP-SCG3 qui a co-immunoprécipité avec le récepteur HA-hNTS2.
En B, on retrouve les immunoprécipitations réalisées sur les mêmes lysats, mais 
avec les anticorps anti-HA (souris). Il s'en est suivi d'un immunobuvardage anti-HA (lapin) 
qui vient confirmer la présence du récepteur HA-hNTS2 dans les échantillons. Le récepteur 
HA-hNTS2 est identifié par une flèche à 45 kDa.
Les différents échantillons ont été lysés dans différents tampons soit un tampon 
triton (T) ou RIPA (R) afin d'utiliser différentes stringences dans la lyse. Le tampon triton 
utilisé est considéré plus doux que le RIPA dont les détergents sont plus puissants. Les 
détergents du tampon RIPA solubilisent plus facilement les membranes et les organites que 
le tampon triton. Toutefois, aucune différence n’a été observée dans les résultats entre les 
deux tampons à l'exception des immunoprécipitations du récepteur HA-hNTS2 réalisées 
avec l'anticorps anti-NTS2 (517) (résultat non montré). Lors des immunoprécipitations 
faites dans le tampon triton, la bande à 45 kDa ainsi que les bandes de poids moléculaire 
supérieurs correspondant au récepteur NTS2 étaient systématiquement perdues. Toutefois, 
elle est bien présente dans les immunoprécipitations réalisées dans le tampon RIPA. Il est 
possible que des composantes de notre tampon triton interfèrent avec l'anticorps anti-NTS2 
(517) qui est en réalité un anti-sérum. Il se peut que ce dernier se retrouve dénaturé ou 
encore qu'il précipite rendant la reconnaissance du récepteur NTS2 impossible.
3.2.4 Imagerie cellulaire
3.2.4.1 Imagerie confocale
Afin de confirmer la possibilité d'interaction physique entre la protéine 
sécrétogranine III et le récepteur NTS2, nous avons vérifié la localisation cellulaire de nos 
différentes protéines par imagerie confocale en temps réel. Pour ce faire, des cellules HEK 
293 ont été co-transfectées de façon transitoire avec des vecteurs d'expression codant pour
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le récepteur CFP-rNTS2 et le YFP-rSCG3. La transfection a été suivie d'une période 
d'expression de 48 h suivant le même protocole que pour les immunoprécipitations.
Il a été montré que le récepteur NTS2, contrairement au récepteur NTS1, était peu 
présent à la membrane plasmique en conditions basale (figure 18). Le récepteur NTS2 se 
retrouve plutôt au niveau du réseau trans-golgien. En effet, il a été établi que le récepteur 
NTS2 co-localise avec les protéines syntaxine 6 et PIST, marqueurs du Golgi et du TGN 
(Perron et al, 2006).
hNTS2-CFP hNTSl-YFP Superposition Colocalisation
Figure 18: Différence dans les marquages des récepteur NTS1 et NTS2. Co-expression 
des récepteurs NTS1 et NTS2 dans les cellules DRG FI 1. En rouge, le signal du récepteur 
NTS2 montre que ce dernier est majoritairement intracellulaire. En vert, le signal du 
récepteur NTS1 permet de voir une belle définition de la membrane plasmique montrant 
que le récepteur se trouve majoritairement à la surface cellulaire. La superposition des 
images montre une légère colocalisation des deux récepteurs, principalement à la 
membrane plasmique. La localisation des récepteurs est similaire lorsqu'exprimés seuls.
La sécrétogranine III quant-à-elle, est plutôt présente dans les granules de la voie de 
sécrétion régulée, mais est aussi présente au niveau du Golgi où se produit la formation des 
granules (Hosaka et al, 2010).
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CFPrNTSR2 YFPrSCG3 Superposition Colocalisation
Figure 19: Colocalisation des protéines CFP-rNTS2 et YFP-rSCG3. Expression des 
protéines CFP-NTS2 et YFP-SCG3 dans des cellules HEK 293 transfectées de façon 
transitoire, 48 heures post-transfection. Observation de l'expression de CFP-rNTS2 à 405 
nM. Observation de l'expression de YFP-rSCG3 à 488 nM. La superposition des signaux de 
CFP-rNTS2 et YFP-rSCG3 montre que les protéines colocalisent dans des compartiments 
intracellulaires. Les graphiques montrent la colocalisation des protéines.
La figure 19A, B et C montre différents essais de colocalisation. On note dans les 
trois cas, l'expression du récepteur CFP-rNTS2, d'une part. Il est possible de remarquer que 
le récepteur est très peu présent à la membrane cellulaire, ce qui est en accord avec la 
littérature (Perron et al., 2006). De plus, le récepteur se retrouve principalement en 
périphérie du noyau, ce qui peut correspondre au Golgi et au réticulum endoplasmique. 
D'autre part, on peut observer que l'expression de la YFP-rSCG3 est aussi périnucléaire, 
mais elle est aussi plus diffuse dans le reste de la cellule. On observe un marquage 
ponctiforme probablement dû à la formation de vésicules, ce qui correspond à ce qui est 
démontré dans la littérature (Prasad et al., 2008). Les images de la superposition des
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signaux du CFP et du YFP ont été analysées pour obtenir les graphiques de colocalisation 
pour chaque expérience. L'analyse de la colocalisation nous a permis de déterminer le 
coefficient de Pearson. Ce coefficient décrit la corrélation de la distribution de l'intensité de 
signal entre chaque canal analysé, dans ce cas-ci le CFP et le YFP. Les valeurs se situent 
entre 0 et 1, 1 étant une corrélation parfaite. Le coefficient de Manders permet quant à lui 
de quantifier la superposition des signaux et représente le degré réel de colocalisation. Les 
valeurs se situent entre 0 et 1.0, 1.0 étant 100% de colocalisation. Pour les études de 
colocalisation, nous avons obtenu un coefficient de Pearson de 0,66±0,2. Ce résultat montre 
que la corrélation est tout de même bonne. Le coefficient de Manders quant à lui est de 
0,83±0,09 correspondant à une valeur de 83,0 ±9,0 % de colocalisation. Ce qui indique la 
présence d'une forte colocalisation entre le récepteur CFP-rNTS2 et la protéine YFP-rSCG3 
(Zinchuk et Grossenbacher-Zinchuk, 2009)
Nos expériences ont donc démontré que le CFP-rNTS2 et la YFP-rSCG3 
colocalisent dans un compartiment intracellulaire périnucléaire majoritairement, comme 
montré à la figure 19. L'analyse des images montre que la colocalisation entre le CFP- 
rNTS2 et la YFP-rSCG3 n'est pas nécessairement présente sur la cellule entière et n'est pas 
non plus systématique. De plus, elle peut être variable d'une cellule à l'autre ou encore à 
l'intérieur même d'une seule cellule. En effet, on peut observer en A et en B que le 
marquage est plutôt périnucléaire tandis qu'il est un peu plus diffus en C, mais nettement 
plus marqué autour du noyau. Il est toutefois possible de remarquer que dans certaines 
régions les protéines ne colocalisent pas ou peu. Ce qui pourrait être dû à des différences 
dans le cycle cellulaire ou encore de différents niveaux d'expression de chaque protéine.
3.2.4.2 Etude de l'interaction des protéines par FRET
L'analyse de la colocalisation des deux protéines ne permet pas en tant que tel de 
déterminer si nos protéines interagissent entre elles, mais simplement de déterminer si les 
protéines peuvent se retrouver physiquement au même endroit dans les limites du critère de 
Rayleigh soit dans un cercle de 250 nm. Il est donc possible de déterminer si les protéines 
se retrouvent dans les mêmes compartiments cellulaires mais pas si elles interagissent 
ensemble. Nous avons donc opté pour la technique du FRET soit le transfert d'énergie entre
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molécules fluorescentes, pour déterminer la possibilité d'une interaction. Cette technique 
permet de surmonter les limitations de la proximité spatiale. Le FRET quant à lui varie en 
fonction de 1/r6 donc il se produit lorsque deux fluorophores sont séparés de 8 à 10 nm ou 
moins.
Afin d ’obtenir une plus grande évidence de l’interaction directe entre la 
sécrétogranine III et le récepteur NTS2, nous avons procédé à une analyse de FRET par la 
technique de photoblanchiment de l’accepteur en utilisant le CFP comme donneur et le 
YFP comme accepteur. Le principe de cette technique repose sur le fait que, s’il y a 
interaction entre les protéines, le transfert d'énergie est réduit ou éliminé lorsque l'accepteur 
est détruit par photoblanchiment, ce qui cause une augmentation de la fluorescence du 
donneur. Le photoblanchiment est une méthode qui consiste à détruire un fluorophore par 
une excitation prolongée à forte intensité et pour une durée variable, selon le fluorophore 
utilisé. On considère que le fluorophore est détruit lorsque celui-ci perd de façon 
permanente l'habileté à émettre de la lumière due à des dommages chimiques induits par les 
photons et à des modifications covalentes. Une augmentation de la fluorescence suite à un 
blanchiment est une particularité de ce type de FRET puisque généralement la fluorescence 
diminue suite à un blanchiment. Un autre avantage de cette technique est que la nécessité 
de correction du signal est moindre. L’augmentation de la fluorescence ne peut pas 
s’expliquer par une fuite du signal de l'accepteur vers le donneur puisque l'accepteur a été 
détruit (Jares-Erijman et Jovin, 2003).
Nous avons utilisé cette méthode en microscopie confocale, de cette manière, on 
peut obtenir une bonne résolution spatiale et il est possible de détruire directement les 
fluorophores dans leur environnement cellulaire.
Dans nos expériences, notre donneur d'énergie est le CFP et l'accepteur, le YFP. 
Nous avons donc, dans un premier temps obtenu les résultats de l'état d'émission de base de 
nos deux fluorophores. Puis, nous avons procédé au photoblanchiment du YFP en 
l'exposant à une forte source lumineuse. Ensuite, l'émission des deux fluorophores a  été 
mesurée.
Tout d'abord, nous avons réalisé un contrôle positif pour évaluer le FRET. Pour cela, nous 
avons utilisé comme construction une protéine de fusion CFP-YFP contenant plusieurs 
glycines permettant aux fluorophores de s'aligner dans un angle propice pour le FRET
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(Hoppe etal., 2002). Ensuite, nous avons utilisé quatre constructions soit les CFP-hNTS2, 
hNTS2-CFP, YFP-rSCG3 et rSCG3-YFP. Différentes constructions ont été testées puisque 
les conditions idéales pour le FRET entre le récepteur NTS2 et la protéine sécrétogranine 
III ne sont pas connues.
Pour procéder aux analyses de FRET, des cellules HEK 293 ont été transfectées de 
façon transitoire avec les différents vecteurs contenant les protéines CFP, YFP, comme 
contrôles négatifs, CFP-YFP comme contrôle positif et les protéines CFP-hNTS2, hNTS2- 
CFP, YFP-rSCG3 et rSCG3-YFP selon différents schémas expérimentaux. La transfection 
a été suivie d'une période d'expression de 48 h suivant le même protocole que pour les 
immunoprécipitations et l'imagerie.
La figure 20 montre les contrôles négatifs et le contrôle du FRET. En premier, on 
retrouve des cellules HEK 293 transfectées uniquement avec l'accepteur, la protéine YFP. 
On peut donc remarquer qu'il n'y a que le signal de l'accepteur qui est présent. De plus, il 
est possible de noter la diminution de signal suite au photoblanchiment de l'accepteur. Le 
pourcentage d'efficacité du FRET a été calculé et a été déterminé à 5.1 ± 0.4%. Toutefois, 
comme il n'y a pas de donneur, cette valeur correspondrait plutôt à du bruit de fond. En 
deuxième, les cellules HEK 293 ont été transfectées uniquement avec le donneur, la 
protéine CFP. Encore une fois, on peut noter la présence du donneur uniquement. Le 
pourcentage d'efficacité du FRET a été évalué à 9.5 ± 1.2%. Comme pour le contrôle avec 
le YFP, la valeur obtenue correspondrait plutôt à un signal bruit de fond capté puisqu'il ne 
peut y avoir de réel FRET. Ces deux contrôles nous permettent de confirmer qu'il n'y a  pas 
de fuite de signal soit un signal du donneur capté comme accepteur ou vice-versa.
En troisième, les cellules ont été transfectées avec les protéines YFP et CFP. Les 
signaux autant en donneur qu'en accepteur sont observés. De plus, on remarque la 
destruction du signal de l'accepteur. Il est connu que les protéines CFP et YFP peuvent 
interagir ensemble. Ce contrôle nous permet donc d'évaluer si cette interaction non 
spécifique est significative. L'efficacité du FRET a été évaluée à 11.6 ± 2.7%. Considérant 
les valeurs d'efficacité pour les deux précédents contrôles négatifs, il est possible de penser 
qu'il n'y a pas de FRET ou une très légère présence de FRET, mais insuffisante pour 
modifier les résultats.
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Finalement, les cellules ont été transfectées avec le contrôle positif, la protéine de 
fusion CFP-YFP. Dans ce cas, l'accepteur a été complètement inactivé par 
photoblanchiment et une augmentation du signal du donneur est même visible, montrant 
qu'il y avait préalablement présence de FRET entre les protéines CFP et le YFP. 
L'efficacité du FRET a été évaluée à 49.2 ± 1.1%.
Avant photoblanchiment Après photoblanchiment
Donneur Accepteur Donneur Accepteur % Efficacité FRET
CFP/YFP
100%
Figure 20: Contrôles des essais de FRET. Les essais de FRET ont ete realisees sur des cellules HEK 293 YFP expression de 
la pioteme YFP seule, contrôle négatif CFP expression de la protéine CFP seule, contrôle négatif CFP YFP co-expression 
des protéines CFP et YFP. contrôle négatif CFP-YFP pioteme de fusion CFP-YFP, contrôle positif L'echelle de couleur 
correspondait pourcentage d'efficacité de FRET de 0% en noir a 100°o en blanc
Avant photoblanchiment Après photoblanchiment
Donneur Accepteur Donneur Accepteur % Efficacité FRET
CFP-hNTS2
rSCG3-YFP
B
CFP-hNTS2
YFP-rSCG3
hNTS2-CFP
YFP-rSG3
hNTS2-CFP
rSCG3-YFP
Figure 21: Essais de FRET par photoblanchiment Les essais de FRET ont ete realisees sur des cellules HEK 
293 Quatre couples de protéines ont ete étudiés soit A CFP-lrNTS2 et rSCG3-YFP. B CFP-hNTS2 et YFP- 
rSCG3 C, hNTS2-CFP et rSCG3-YFP. D hNTS2-CFP et YFP-rSCG3 Dans les quatre cas. aucun signal FRET 
n'a ete obtenu Aucun des couples utilises n'a pemns de déterminer s'il y avait interaction entre le récepteur NTS2 
et la proteine secretogramne III
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La figure 21 représente les résultats obtenus en FRET pour les quatre couples de protéines 
NTS2 et sécrétogranine III. La figure 21A montre les résultats obtenus pour le premier 
couple de protéines soit CFP-hNTS2 et rSCG3-YFP. Le signal obtenu en émission avant le 
photoblanchiment du YFP semble plutôt faible et surtout localisé autour du noyau. Suite au 
photoblanchiment le signal du YFP a été complètement détruit. L'intensité du signal en 
provenance du CFP-hNTS2 est restée sensiblement la même avant ou après le 
photoblanchiment. L'efficacité du FRET obtenue est de 14,4 ± 2,3%.
Les résultats montrés à la figure 21B correspondent au couple de protéines CFP- 
hNTS2 et YFP-rSCG3 qui ont été fréquemment utilisées dans nos diverses expériences 
pour montrer la colocalisation des protéines. Avant le photoblanchiment, on peut noter que 
le signal du CFP-hNTS2 est plutôt faible et est principalement présent dans des 
compartiments cellulaires. Le signal du YFP-SCG3 quant à lui est plus fort et semble plus 
diffus au travers de la cellule bien que plus intense dans des compartiments. Suite au 
photoblanchiment, le signal du YFP-SCG3 est complètement détruit, tout comme pour le 
contrôle positif. Toutefois, le résultat est similaire à celui de la figure 21 A, l'intensité du 
signal en provenance du CFP n'est pas augmentée. L'efficacité du FRET est évaluée à 10,4 
± 3,3%.
Selon les résultats obtenus en double hybride, la sécrétogranine III interagit avec la 
3e boucle intracellulaire du récepteur. Aussi, suite aux résultats présentés à la figure 21A et 
B, il est possible de penser que de placer le fluorophore CFP en C-terminal du récepteur 
NTS2 augmenterait la probabilité que les deux fluorophores, CFP et YFP, puissent se 
rapprocher suffisamment pour obtenir un signal FRET. Nous avons donc utilisé le couple 
hNTS2-CFP et YFP-rSCG3, présenté à la figure 21C. Les protéines CFP-hNTS2 et YFP- 
rSCG3 sont bien présentes avant le photoblanchiment. Bien que leur signal soit similaire au 
type de signal obtenu en imagerie confocale, il est assez faible. Le YFP a bien été éteint par 
le photoblanchiment. Toutefois, les résultats obtenus montrent encore une absence 
d'augmentation du signal en provenance du CFP. Le pourcentage d'efficacité du FRET est 
évalué à 16,7 ± 2,6%.
Finalement, et suite à l'absence de FRET dans les trois précédentes conditions, nous 
avons tenté le dernier couple hNTS2-CFP et rSCG3-YFP montré à la figure 21D. Selon, la 
littérature, c'est la portion C-terminale de la sécrétogranine III qui interagirait avec les
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diverses protéines alors que la portion N-terminale interagirait plutôt avec les lipides ayant 
une densité élevée en cholestérol de la membrane des granules de sécrétion, dans la voie 
régulée (Hosaka et Watanabe., 2010). 11 est donc possible de croire que ce serait aussi la 
portion C-terminale de la sécrétogranine III qui interagirait avec le récepteur NTS2, nous 
avons donc tenté le couple hNTS2-CFP et rSCG3-YFP. Les protéines CFP-hNTS2 et 
rSCG3-YFP sont bien présentes avant le photoblanchiment mais le signal obtenu pour le 
hNTS2-CFP semble plus diffus dans la cellule tandis que le signal du rSCG3-YFP semble 
plus circonscrit. Encore une fois, YFP a bien été éteint par le photoblanchiment. 
Néanmoins, les résultats obtenus montrent toujours une absence de l'augmentation du 
signal du CFP attendue lors de FRET. L'efficacité du FRET obtenue est de 9,1 ± 2,0%.
100  -
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Figure 22: Comparaison entre les efficacités de FRET et les niveaux de colocalisation 
des protéines en pourcentage. L'histogramme montre les pourcentages d'efficacités de 
FRET et le pourcentage de colocalisation (coefficient de Pearson) des contrôles et des 
différents couples de protéines de l'analyse de FRET à la figure 21 A: CFP-hNTS2 et 
rSCG3-YFP; B: CFP-hNTS2 et YFP-rSCG3 C: hNTS2-CFP et rSCG3-YFP; D: hNTS2- 
CFP et YFP-rSCG3. Les cellules étudiées pour l'analyse correspondent aux cellules 
présentées aux figures 20 et 21 soit une cellule par catégorie. Pour le pourcentage de 
colocalisation, plusieurs zones ont été étudiées par cellules.
■ % Efficacité FRET
■ % C olocalisation
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La figure 22 présente un histogramme montrant la comparaison du pourcentage 
d'efficacité de FRET et le pourcentage de colocalisation entre les différents couples de 
protéines utilisés pour le FRET (figure 21) ainsi que les contrôles. Les lettres utilisées 
correspondent à celles utilisées pour identifier les couples de protéines à la figure 21. On 
peut observer que l’efficacité de FRET et la colocalisation des protéines obtiennent un 
patron similaire sur le graphique. Toutefois, malgré un pourcentage de colocalisation élevé, 
le FRET entre le CFP-rNTS2 et la YFP-rSCG3 n'est pas significatif. En effet, les valeurs 
obtenues en FRET (entre 9 et 17 % environ) pour les différents couples de protéines se 
rapprochent beaucoup plus des contrôles négatifs (entre 5 et 11 % environ) que de notre 
contrôle positif de près de 50% Etant donné les résultats, nous considérons que les essais 
réalisés ne nous permettent pas d'affirmer qu'il y a bel et bien du FRET entre les différentes 
constructions de hNTS2 et de rSCG3 et ce pour les quatre couple étudiés soit CFP-hNTS2 
et rSCG3-YFP, CFP-hNTS2 et YFP-rSCG3, hNTS2-CFP et rSCG3-YFP ainsi que hNTS2- 
CFP et YFP-rSCG3.
Les résultats obtenus par les expériences de FRET ne nous permettent pas d'affirmer 
que le récepteur NTS2 et la protéine sécrétogranine III interagissent ensemble. Toutefois, le 
résultat négatif de FRET n’élimine pas non plus la possibilité d'interaction entre ces 
protéines. Plusieurs facteurs expliquant l'absence de FRET pourraient être en cause et 
seront élaborés dans la section discussion de ce mémoire.
3.3 Application dans un contexte de douleur chronique
3.3.1 Caractérisation des DsiRNA
Nous avons préalablement démontré par immunoprécipitation que l'interaction entre 
le récepteur NTS2 et la protéine sécrétogranine III en plus d'être probable, est bien présente 
dans notre modèle de surexpression dans les cellules HEK 293.
Nous avons donc voulu déterminer l'impact de la protéine sécrétogranine III sur 
l'adressage à la membrane plasmique du récepteur NTS2. Pour ce faire, nous avons 
déterminé que l'utilisation d'ARN interférents pourrait être une bonne méthode, nous 
permettant de réduire ou d'invalider l'expression de la sécrétogranine III et ainsi vérifier son 
impact sur le trafic du récepteur NTS2. Nous nous sommes donc portés sur l'utilisation des
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DsiRNA ou Dicer-substrate RNAs. L'avantage des DsiRNA par rapport aux traditionnels 
siRNA est d'avoir un meilleur potentiel d'interférence de TARN. Leur interaction avec 
l'enzyme Dicer, qui les clive, facilite leur entrée dans le complexe RISC, se liant à l'ARNm. 
De cette façon, une moins grande concentration de DsiRNA est nécessaire pour abolir 
l'expression d'une protéine par rapport aux siRNA (Doré-Savard, 2008).
3.3.1.1 Validation des DsiRNA dans les cellules Neuro2a
Tout d'abord, il a fallu développer des DsiRNA capables de diminuer efficacement 
l’expression de la protéine sécrétogranine III. Pour cela, douze DsiRNA, présentés au 
tableau 2, possédant différentes séquences nucléotidiques ciblant spécifiquement l’ARNm 
du gène de la sécrétogranine III de rat ont été synthétisés et caractérisés in vitro. Une 
première validation des DsiRNA a été réalisée dans la lignée cellulaire Neuro2a, une lignée 
cellulaire de neuroblastome de souris, exprimant de façon endogène la protéine 
sécrétogranine III.
L’efficacité des DSiRNA à diminuer l’expression de l ’ARNm de la sécrétogranine 
III a été évaluée par réaction en chaîne par polymérase (PCR) quantitative. Pour cette étude, 
l’ARNm des cellules a été récolté 24 heures suivant la transfection aux DsiRNA. Le niveau 
d’expression du gène de la sécrétogranine III de la condition contrôle a été fixé à une 
expression maximale de 100 %. Les niveaux résiduels d ’ARNm des conditions ayant reçu 
des DsiRNA fonctionnels ont été exprimés en relation au niveau d ’expression du groupe 
contrôle. L'invalidation du gène HPRT (hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransférase) 
a été utilisée comme contrôle positif quant à la diminution de l'expression d'une protéine. 
Des DsiRNA connus, dirigés contre HPRT, ont été utilisés à des concentrations de 0.1, 1 et 
10 nM pour réduire l'expression de HPRT. Le résultat a ensuite été rapporté sur les duplex 
contrôles NC1, NC7 et NC5 à des fins de référence. La séquence nucléotidique de ces 
contrôles est aléatoire, ce qui les rend incapable de reconnaître et de lier des ARNm, Ces 
duplexes contrôles représentent le 0% de diminution de l'ARNm de la sécrétogranine III.
Ensuite, la diminution de l'expression de la sécrétogranine III a pu être évaluée en 
conservant HPRT comme gène rapporteur. Les cellules Neuro2a ont été transfectées avec
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des concentrations croissantes des douze DsiRNA (0,1, 1 et 10 nM) dirigés contre la 
sécrétogranine III, complexés à l’agent de transfection lipofectamine RNAiMAX. 
L'utilisation des cellules Neuro2a a permis d'évaluer l'abolition de la sécrétogranine III dans 
une lignée cellulaire de souris.
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Figure 23: Évaluation in vitro de l'efficacité des DsiRNA développés, dirigés contre la 
sécrétogranine III. Utilisation des DsiRNA en développement sur les cellules Neuro2a. 
Les résultats obtenus en qPCR quant à l'expression de la sécrétogranine III ont été rapportés 
sur HPRT 576-664 (HEX) et RPL23 139-249 (FAM) en comparaison aux contrôles NC1, 
NC7, et NC5. En A, la portion de la sécrétogranine III étant entre les paires de bases 695- 
783, couplée au fluorophore FAM. En B, la portion de la sécrétogranine III étant entre les 
paires de bases 1593-1689, couplée au fluorophore HEX.
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La figure 23 montre les résultats d'invalidation de la sécrétogranine III obtenus pour 
chaque DsiRNA développé à des concentrations de 0,1, 1 et 10 nM. Pour obtenir un 
pourcentage d'ARNm les résultats de qPCR ont été rapportés sur les gènes rapporteurs 
HPRT 576-664(HEX)(5'-hexachloro-fluorescine) et RPL23 139-249(FAM)(fluoresceine) 
en comparaison aux contrôles négatifs NC1, NC7, et NC5. La sécrétogranine III a, quant-à- 
elle été évaluée sur deux segments soit 695-783(FAM) en A  et 1593-1689(HEX) en B 
permettant un autre contrôle interne des résultats. Il est à noter que bien que le pourcentage 
d'ARNm résiduel varie un peu entre les graphiques A et B, le patron des résultats, est très 
similaire.
Plus le DsiRNA sera efficace, plus le pourcentage résiduel de l'ARNm sera faible et 
ce pour une concentration plus faible de duplex transfectés. Donc, selon les critères évalués, 
les DsiRNA Sg3 969, Sg3 1345 et Sg3 1890 ont été sélectionnés pour une deuxième 
évaluation in vitro, cette fois-ci dans la lignée cellulaire PC 12, des cellules de 
phéochromocytome de rat. Certains DsiRNA semblant tout aussi efficaces, tel que le Sg3 
1382, n'ont pas été sélectionnés pour les validations suivantes. Il est possible que ce 
DsiRNA n'ait pas été sélectionné à cause d'une moins bonne reconnaissance des séquences 
d'ARN du rat, entre autres, ou à une moins bonne stabilité du DsiRNA. De plus, le moins 
efficace, le Sg3 1292 a été sélectionné à titre de comparaison. En outre, une efficacité 
moindre chez la souris n'implique pas nécessairement une efficacité moindre chez le rat. 
Comme nous cherchons à évaluer l'impact de l'abolition de la sécrétogranine III in vivo, 
chez le rat, il est important que les DsiRNA reconnaissent autant les séquences de la 
sécrétogranine III du rat.
3.3.1.2 Validation dans les cellules PC 12
Pour cette deuxième évaluation, les cellules PC 12 ont été transfectées avec des 
concentrations croissantes des quatre DsiRNA (30, 100 et 300 nM) sélectionnés, complexés 
à l’agent de transfection transductine. L'utilisation des cellules PC 12 permet d'évaluer la 
capacité des quatre meilleurs DSiRNA à invalider la sécrétogranine III dans une lignée 
cellulaire de rat.
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Figure 24: Évaluation i#i vitro de l'efficacité des quatre meilleurs DsiRNA dirigés 
contre la sécrétogranine III. Vérification des DsiRNA Sg3 969, 1292, 1345 et 1890 sur 
les cellules PC 12. Les résultats obtenus en qPCR quatnt à  l'expression de la sécrétogranine 
III ont été normalisés sur le gène rapporteur Ode (omitine décarboxylase) par rapport aux 
cellules seules. En A, la portion de la sécrétogranine III utilisée comprends les paires de 
bases 608-747 et en B, 1378-1487. L ’identification Cellules correspond au contrôle négatif, 
soit les cellules seules tandisque HPRT correspond au contrôle positif.
La figure 24 montre les résultats d'invalidation de la sécrétogranine III obtenus pour 
les duplex Sg3 969, Sg3 1292, Sg3 1345 et Sg3 1890 à des concentrations de 30, 100 et 300 
nM. La transfection des cellules PC12 requiert l ’utilisation de l’agent de transfection 
Transductin (fournie par IDT) nécessitant une concentration plus élevée de DsiRNA. Pour 
obtenir un pourcentage d'ARNm les résultats de qPCR ont été rapportés cette fois ci sur le
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gène rapporteur Ode (omithine décarboxylase). La sécrétogranine III a été évaluée sur deux 
segments soit entre les paires de bases 608 et 747 en A et entre les paires de bases 1378 et 
1487 en B. L’utilisation de segments différents de la sécrétogranine 111 permet d'obtenir un 
second contrôle interne des résultats.
En se basant sur le critère d’efficacité, deux candidats ont été retenus, le Sg3 1345 et 
le Sg3 1890. Selon ces critères, ces duplex ont montré le plus grand potentiel pour réduire 
efficacement l’expression génique de la protéine sécrétogranine III que les dix autres 
candidats avec un score maximal d ’inhibition d ’environ 90 %.
3.3.2 Modification des DsiRNA
Afin d'augmenter la stabilité et d ’optimiser les propriétés pharmacologiques des 
DsiRNA, des modifications chimiques ont été apportées sur la structure du ribose des 
résidus ribonucléiques (2-OMe). Ces modifications permettent entre autres d'éviter 
l'activation du système immunitaire (in vivo) et de diminuer la dégradation des DsiRNA, 
montrée par une plus grande stabilité dans le sérum (Collingwood et al., 2008). La figure 
25 montre la relation entre les modifications chimiques ajoutées aux DsiRNA et l’efficacité 
à réduire l’expression de la sécrétogranine III. Dans l’ensemble, les duplex ont une 
efficacité comparable à interférer l’ARNm de la sécrétogranine III avant et après la 
méthylation en ayant un pourcentage résiduel d'ARNm inférieur à 20% et ce aux trois 
concentrations de DsiRNA utilisées (0.1, 1 et lOnM). En raison des bons résultats 
d ’optimisation des composés Sg3 1345 et le Sg3 1890, les deux duplex seront testés in vivo 
chez le rat.
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Figure 25: Évaluation de l'efficacité des DsiRNA. Efficacité des DsiRNA non modifiés 
ou modifiés par méthylation pour invalider la sécrétogranine III dans les cellules Neuro2a. 
Les résultats ont été normalisés sur HPRT et RPL23 en comparaison avec NC1, NC7 et 
NC5. Les essais ont été réalisés avec les portions 695-783(FAM) en A et 1596-1689(HEX) 
en B.
L'utilisation in vivo des DsiRNA dirigés contre la sécrétogranine III nous permettra 
d'évaluer le rôle de cette protéine dans le trafic du récepteur NTS2. En ce sens, nous 
comptons vérifier l’effet de l'invalidation de ia sécrétogranine III sur le récepteur NTS2 par 
l'utilisation d'agonistes NTS2 dans un contexte de douleur aiguë, déjà bien documenté. La 
méthode expérimentale sera développée dans les perspectives de ce projet.
D i s c u s s i o n
Le récepteur NTS2 est bien connu pour son rôle dans l'analgésie induite par la 
neurotensine (Sarret et al., 2005; Dore-Savard et a i, 2008). Bien que sa localisation et son 
implication dans la modulation de la douleur soient connues, le couplage aux protéines G, 
sa signalisation intracellulaire et son trafic restent encore peu connus par rapport au 
récepteur NTS1. Des études réalisées sur des cellules transfectées ou exprimant de façon 
native le récepteur tel que les cellules granulaires du cervelet ont permis de montrer que le 
récepteur NTS2 était principalement stocké au niveau du réseau trans-golgien, formant une 
réserve intracellulaire, et peu présent à la membrane plasmique en conditions de base 
(Sarret et al., 2002; Perron et al., 2006). De plus, il a été montré que contrairement à la 
majorité des RCPG, le récepteur NTS2 était présent dans les vésicules à corps dense de la 
voie de sécrétion régulée (Zhao et al, 2011). D ’ailleurs, une stimulation du récepteur NTS2 
par des agonistes provoque dans un premier temps, une diminution de la densité de 
récepteurs à la membrane. Toutefois, celle-ci n'est que transitoire car, dans un deuxième 
temps, on observe un recrutement de récepteurs à la membrane plasmique (Perron et al., 
2006). Néanmoins, ces particularités du récepteur NTS2 n'ont pas été expliquées à ce jour. 
Nous nous sommes donc intéressés au trafic du récepteur NTS2 et aux mécanismes qui 
pourraient faciliter le stockage intracellulaire du récepteur NTS2 et son recrutement à la 
membrane plasmique suite à une stimulation par des agonistes. Ces nouvelles informations 
sur le trafic du récepteur NTS2 pourraient nous permettre de mieux comprendre 
l'expression de ce récepteur et ainsi pouvoir appliquer ces nouvelles connaissances dans un 
contexte de traitement de la douleur.
Dans ce mémoire, nous avons montré que le récepteur NTS2 peut interagir avec une 
protéine de la voie de sécrétion régulée, la sécrétogranine III. Tout d'abord, la recherche de 
partenaires potentiels pour le récepteur NTS2 nous a menés à la découverte de l'interaction 
avec la sécrétogranine III par la technique de double hybride chez la levure. Par la suite, 
l'interaction a été confirmée par co-immunoprécipitation dans un modèle de surexpression 
cellulaire dans la lignée HEK 293. De plus, la présence des deux protéines dans les mêmes
94
compartiments cellulaires a été démontrée par imagerie confocale. Toutefois, leur 
interaction n'a pu être confirmée par FRET.
Cette interaction entre la sécrétogranine III et le récepteur NTS2 est intéressante 
puisqu'elle pourrait probablement avoir un impact sur le trafic du récepteur NTS2 ainsi que 
sur l'expression du récepteur NTS2 à la membrane plasmique, ce qui est primordial pour 
son activité physiologique. Pour le vérifier, des ARN interférents dirigés contre la 
sécrétogranine III ont été développés et seront testés in vitro et in vivo.
4.1 Identification de la sécrétogranine III par double hybride
Pour tenter d'élucider les particularités du trafic du récepteur NTS2 nous nous 
sommes tournés vers les interactions entre protéines et nous avons cherché à déterminer si 
le récepteur NTS2 pouvait avoir des partenaires d'interaction. La technique du double 
hybride chez la levure nous semblait donc tout à fait appropriée pour pouvoir partir à la 
recherche de nouvelles protéines d'interaction. Cette technique est avantageuse car elle 
permet de montrer les interactions directes entre deux protéines. De plus, cette technique ne 
nécessite pas d'étapes de purification des protéines et permet de faire une identification à 
grande échelle d'interactions protéine-protéine ce qui lui confère certains avantages par 
rapport à d'autres techniques telle que la spectrométrie de masse (Fields, 2005).
Plusieurs techniques de double hybride ne permettent pas de détecter les interactions 
avec les protéines membranaires intégrales, ces dernières ne pouvant pas être adressées 
correctement. Ce problème pouvant être résolu par le clonage séparé des portions 
extracellulaires et/ou cytoplasmiques (Hamdi et Colas, 2011). Aussi, il est possible de 
contourner le problème des modifications post-traductionnelles par utilisation de certaines 
techniques permettant de détourner l'export d'une protéine d'intérêt vers la membrane 
plasmique par les voies de Ras, par fusion avec une protéine G ou par séparation de la 
protéine ubiquitine (Brückner et al, 2009). Néanmoins, comme la troisième boucle 
intracellulaire est impliquée dans plusieurs actions du récepteur tel que le couplage aux 
protéines G et le recyclage du récepteur (M artin et al, 2001; Sarret et al., 2008), elle a été 
utilisée comme appât, plutôt que le récepteur entier. De plus, la modification d'un seul acide 
aminé dans la séquence de cette boucle entre les récepteurs murins et humains, la Tyr237
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provoque un changement dans la capacité du récepteur à recycler à la membrane suite à une 
internalisation (Martin et a l, 2001). Il nous semblait donc probable que cette portion du 
récepteur puisse être impliquée dans son adressage vers la voie de sécrétion régulée plutôt 
que vers la voie constitutive et son stockage intracellulaire.
Étant donné la localisation du récepteur NTS2 et notre intérêt dans la recherche en 
douleur chronique nous avons opté pour cribler une banque d'ADNc de cerveau de rat et 
plus particulièrement provenant des structures cérébrales, comme la substance noire, la 
VTA et le mésencéphale connue pour exprimer le récepteur NTS2.
Peu de résultats ont été obtenus en double hybride. En effet, seulement dix protéines 
ont été détectées comme pouvant interagir avec la troisième boucle intracellulaire du 
récepteur. Et de ces dix protéines seulement deux ont obtenu une probabilité de liaison 
suffisamment élevée pour être considérées, les protéines IRJBIT et sécrétogranine III.
Cette méthode comporte toutefois quelques désavantages et limitations dont la 
présence de plusieurs faux positifs ou faux négatifs dû, entre autres, à la création de 
protéines de fusion nécessaire à la réalisation de cette technique, une banque d ’ADNc non 
représentative entre les espèces ou encore le clonage d ’un insert incomplet. De plus, il est 
possible que les protéines soient mal repliées dans les levures. En effet, les levures ne 
possèdent pas tous les systèmes de modifications post-traductionnelles retrouvés chez les 
organismes plus complexes (Hamdi et Colas, 2012).
4.2 Intérêt de la SgIII
De par son rôle et sa localisation, la sécrétogranine III nous a principalement 
intéressés. En effet, la sécrétogranine III est une protéine retrouvée dans la voie de sécrétion 
régulée dont le rôle global connu est de lier différentes protéines de cette voie. Cette liaison 
aux protéines permet de diriger ces dernières vers la voie régulée par un tri ou une rétention 
des protéines (Hosaka et al, 2002). La liaison avec la sécrétogranine III est parfois 
nécessaire pour qu'une protéine soit dirigée vers la voie de sécrétion régulée, un exemple 
est la protéine Chromogranine A de la même famille que la sécrétogranine III (Hosaka et 
al, 2010).
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De par cette fonction de triage et de rétention des protéines, une liaison entre la 
sécrétogranine III et le récepteur NTS2 pourrait donc expliquer, en partie, pourquoi ce 
RCPG reste principalement stocké au niveau du réseau du trans-Golgi plutôt que d'être 
dirigé vers la membrane plasmique via la voie de sécrétion constitutive. En ce sens, la 
liaison avec la sécrétogranine III pourrait aussi expliquer pourquoi le récepteur NTS2 est 
dirigé vers la voie de sécrétion régulée plutôt que vers la voie constitutive comme c’est le 
cas pour la grande majorité des RCPG ainsi que pour le récepteur NTS1 (Zhao et a l, 2011).
La sécrétogranine III est présente dans les cellules endocrines et neuroendocrines. 
On la retrouve donc au niveau neuronal et astrocytaire tout comme le récepteur NTS2 
(Taupenot et al, 2003, Sarret et al, 2008 Li et a l, 2012). Leur présence dans les mêmes 
cellules, pourrait être une indication d'une possible interaction.
4.3 Interaction entre le récepteur NTS2 et la sécrétogranine III
4.3.1 Confirmation dans un modèle cellulaire
Selon la distribution du récepteur NTS2 et de la sécrétogranine III au niveau du 
système nerveux central, l'hypothèse d'une interaction entre ces deux protéines est donc 
possible. Toutefois, l'interaction entre la protéine sécrétogranine III et la troisième boucle 
intracellulaire du récepteur NTS2 a été découverte chez la levure dans des conditions 
différentes des conditions d'expression cellulaire normale. En effet, le double hybride a été 
réalisé avec une seule portion du récepteur NTS2 et non pas avec le récepteur en entier. Il a 
donc fallu déterminer si cette interaction était possible et présente dans un système 
cellulaire comprenant cette fois-ci le récepteur en entier.
Pour ce faire nous avons utilisé un modèle de surexpression du récepteur NTS2 et 
de la sécrétogranine III, dans la lignée cellulaire HEK 293. L'utilisation de cette lignée 
cellulaire a été déterminée entre autres par sa facilité d'utilisation, de maintien en culture et 
de transfection.
De plus, nous recherchions une lignée cellulaire ne contenant pas de façon endogène 
le récepteur NTS2 ou la sécrétogranine III, ce qui permet d’éviter que les protéines 
endogènes interfèrent avec les protéines de fusion surexprimées. Nous avons donc vérifié
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plusieurs lignées cellulaires telles que les COS-7, DRG F i l ,  GH3 et AtT-20. Toutefois, 
toutes ces lignées cellulaires contiennent la sécrétogranine III et la protéine endogène était 
détectable.
Aussi, les cellules HEK293 ne sont pas considérées comme des cellules sécrétrices 
et ne posséderaient donc pas de voie de sécrétion régulée. Ce qui peut être considéré 
comme une faiblesse de notre modèle. Il serait intéressant de vérifier si l'interaction est 
toujours présente dans une lignée cellulaire possédant une voie de sécrétion régulée et 
même dans une lignée possédant à la fois le récepteur NTS2 et la sécrétogranine III de 
façon endogène, ce qui correspondrait plus à la réalité cellulaire. Néanmoins, suite à une 
transfection et à la surexpression de la sécrétogranine III, il est possible d'observer la 
formation de granules imitant possiblement les granules de la voie de sécrétion régulée. En 
effet, l'ajout et l'expression de protéines de la voie de sécrétion régulée est suffisante pour 
générer des structures similaires aux granules de sécrétion dans des cellules à sécrétion 
constitutive (Beuret et al., 2004). Ceci pourrait être attribuable au rôle des granines telles 
que la sécrétogranine III et autre protéines de la voie de sécrétion régulée dans la biogénèse 
des granules de sécrétion de la voie régulée (Beuret et al., 2004; Hosaka et a l, 2010).
4.3.2 Immunoprécipitations
Afin de déterminer la présence d'une interaction protéine-protéine, nous avons 
utilisé la technique de co-imunoprécipitation des protéines. Les résultats obtenus ont permis 
de démontrer la présence d'une interaction entre le récepteur NTS2 et la protéine 
sécrétogranine III. Les immunoprécipitations par les différents anticorps dirigés contre le 
récepteur NTS2 ou contre l'épitope HA ont permis de révéler la présence de la 
sécrétogranine III à un poids moléculaire d'environ 80 kDa correspondant au poids 
moléculaire de la sécrétogranine III, 53 kDa et du YFP, environ 30 kDa. De plus, les 
immunopréscipitations réalisées en sens inverse par la sécrétogranine III ont permis la 
détection du récepteur NTS2 à 45 kDa en immunobuvardage.
Les bandes supplémentaires observées lors de l'immunobuvardage du récepteur 
NTS2 pourraient correspondre, selon leur poids moléculaire, à différentes formes du 
récepteur telles que des formes dimérisées à environ 80 kDa ou encore mulitmérisées entre
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120 et 250 kDa puisqu'il a déjà été démontré dans la littérature que le récepteur NTS2 
possédait de telles formes (Sarret et al, 2003 ; Perron et a l, 2005; Sarret et a l, 2005; 
Perron et a l, 2006). 11 est donc possible que l'interaction entre le récepteur NTS2 et la 
sécrétogranine III ne se produise pas uniquement avec le récepteur monomérique puisque 
ces bandes sont parfois retrouvées lors des immunoprécipitations visant la sécrétogranine 
III.
Il est connu que les récepteurs à sept domaines transmembranaires peuvent agréger 
en solution ce qui pourrait produire des artéfacts à l'immunoprécipitation (Harrisson et van 
der Graaf., 2005). De plus, de par ses fonctions, la protéine sécrétogranine III peut elle 
aussi facilement agréger (Takeuchi et a l, 2008; Hosaka et al, 2010). Toutefois, nos 
contrôles négatifs de précipitation sans anticorps n'ont pas montré la présence de bandes 
contaminantes aux hauteurs attendues pour le récepteur HA-hNTS2 et la protéine YFP- 
rSCG3. Nous ne croyons donc pas que les bandes observées puissent provenir de tels 
artéfacts mais proviennent bien de l'interaction entre le récepteur NTS2 et la protéine 
sécrétogranine III.
Néanmoins, une des limites importante de notre étude réside dans le fait que nos 
protéines immunoprécipitées proviennent d'espèces différentes, l'humain pour le récepteur 
NTS2 et le rat pour la sécrétogranine III. Selon nous, cette disparité provient du fait que le 
récepteur NTS2 d'origine humaine est fusionné avec trois immunoglobulines HA tandis que 
le récepteur provenant du rat n'en possède qu'une seule. Nous croyons que cette différence 
dans les immunoglobulines HA pourrait expliquer en partie les difficultés à 
immunoprécipiter le récepteur dû à une moins bonne reconnaissance de la protéine HA par 
les anticorps. Néanmoins, cette différence pourrait aussi être expliquée par une moins 
bonne expression cellulaire du HA-rNTS2 malgré la présence d'une séquence Kosak forte 
précédant le gène dans le plasmide, puisque la protéine reste très faible même lors 
d'immunoprécipitations à l'aide d'anticorps dirigés directement contre le récepteur NTS2. 
Les deux récepteurs possèdent néanmoins 82% d'homologie. Il n'est pas exclu que 
l'interaction observée soit due à un artéfact et que les protéines de la même espèce 
n'interagissent pas. Toutefois, la séquence de la troisième boucle intracellulaire est tout de 
même bien conservée (Vincent et al., 1999). Nous croyons donc que cette interaction est 
bien réelle et se retrouverait tout autant avec des protéines de la même espèce. De plus,
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excepté pour le recyclage du récepteur, le comportement observé tel que la localisation 
intracellulaire des récepteurs de rat et d'humain reste très semblable (Perron et a l, 2006). 
Nous voulons donc, maintenant que notre technique d'immunoprécipitation a été améliorée 
et que nos résultats avec les protéines HA-hNTS2 et YFP-rSCG3 sont reproductibles, tenter 
de déterminer si cette interaction est toujours présente avec la protéine HA-rNTS2. De plus, 
nous voudrions tenter les co-immunoprécipitations avec les protéines endogènes pour 
vérifier que l'interaction est toujours présente dans un système natif. Ceci nous permettrait 
aussi d'éliminer l'impact des épitopes des protéines recombinantes.
Ensuite, nous voudrions tenter d'appuyer les résultats obtenus en co- 
immunoprécipitations par la technique de GST-pulldown. La protéine de fusion GST-SCG3 
est en notre possession toutefois, la technique reste encore à mettre au point et le temps 
nous a manqué pour pouvoir obtenir des résultats par cette technique. Aussi, la construction 
d'une protéine de fusion GST comprenant uniquement la 3e boucle intracellulaire du 
récepteur NTS2 est envisagée. De plus, l'ajout de mutations à cette boucle pourrait nous 
permettre de connaître les acides aminés et les motifs essentiels à l'interaction entre le 
récepteur NTS2 et la portéine sécrétogranine III.
Aussi, une interrogation est survenue quant à la possibilité physique de l'interaction 
entre la troisième boucle intracellulaire du récepteur NTS2 et la protéine sécrétogranine III 
au niveau de la cellule vivante. En effet, la sécrétogranine III est retrouvée à l'intérieur de la 
lumière des granules de sécrétion (Hosaka et al., 2010) alors que la troisième boucle 
intracellulaire du récepteur NTS2, selon les modèles actuels, devrait plutôt se trouver du 
côté du cytosol (Cahill et al., 2007). Bien que difficilement explicable, un autre exemple de 
ce genre a été antérieurement rapporté. En effet, il a été démontré que la protachykinine, le 
précurseur de la substance P retrouvé dans la lumière des vésicules à corps dense des 
ganglions de la racine dorsale de petit diamètre, interagissait directement avec la troisième 
boucle extracellulaire du récepteur delta opioïde (Zhang et al., 2005). Cette interaction avec 
la protachykinine jouerait un rôle dans la répartition du récepteur delta opioïde dans la voie 
de sécrétion régulée. Il est donc possible que la sécrétogranine III agisse d'une façon 
comparable avec le récepteur NTS2. Il reste donc à éclaircir cet aspect de l'interaction entre 
le récepteur NTS2 et la sécrétogranine III.
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Toutefois, la technique de l'immunoprécipitation ne peut pas nous donner 
l'information à savoir si l'interaction observée est une interaction directe entre les protéines 
ou indirecte, nécessitant la présence de différents cofacteurs puisque seul la présence de nos 
protéines d'intérêts a été vérifiée par immunobuvardage de type Western. Néanmoins, 
l'utilisation de la technique de double hybride, ayant permis l'identification de ces deux 
protéines comme partenaires d'interaction nous montre des interactions directes entre 
protéines. De plus, la technique du FRET a été utilisée dans le but de montrer la présence 
d'une interaction directe entre nos deux protéines d'intérêts.
4.3.3 Imagerie confocale
Afin de renforcer les résultats obtenus en immunoprécipitation, il est important de 
confirmer la localisation cellulaire du récepteur NTS2 et de la protéine sécrétogranine III.
Puisque les détergents présents dans le tampon de lyse solubilisent la plupart des 
membranes cellulaires, le récepteur NTS2 et la protéine sécrétogranine III se retrouvent 
donc dans le même milieu, ce qui pourrait provoquer des interactions entre les protéines qui 
n'auraient pas lieu dans la cellule entière dû entre autre à sa compartimentalisation. Nous 
avons donc utilisé l'imagerie confocale en temps réel et les protéines de fusion CFP-rNTS2, 
et le YFP-rSCG3.
Les résultats obtenus en imagerie ont montré que le récepteur NTS2, contrairement 
au récepteur NTS1, avait une localisation majoritairement intracellulaire, probablement au 
niveau du Golgi et était plutôt absent de la membrane cellulaire, ce qui est conforme à la 
littérature. En effet, il a été démontré que le récepteur NTS2, en conditions de base, 
colocalise avec les protéines syntaxine 6 et PIST qui sont des marqueurs du réseau trans- 
golgien (Perron et al, 2006). Les résultats ont aussi montré que la sécrétogranine III se 
retrouvait principalement dans une structure périnucléaire qui pourrait correspondre au 
Golgi. Selon la littérature, la sécrétogranine III est plutôt présente dans les granules de la 
voie de sécrétion régulée. Elle serait aussi présente au niveau du Golgi où se produit la 
formation des granules puisqu'elle participe activement dans la formation de ces derniers 
(Hosaka et al., 2010). De plus, les résultats ont montré une colocalisation de la protéine 
sécrétogranine III et du récepteur NTS2 dans un compartiment généralement périnucléaire.
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Nos résultats ont donc montré que les deux protéines pouvaient se retrouver dans les 
mêmes compartiments cellulaires correspondant probablement au Golgi et à des vésicules, 
ce qui pourrait mener à des interactions entre les protéines.
Toutefois, certaines expériences ont montré une colocalisation plus faible (figure 19 
B,C). L'analyse des images a montré que la colocalisation entre le CFP-rNTS2 et la YFP- 
rSCG3 n'est pas nécessairement présente sur la cellule entière, mais parfois uniquement 
dans certaines régions plutôt périnucléaires et des formations vésiculaires. Donc, le CFP- 
rNTS2 et la YFP-SCG3 ne colocalisent pas de façon obligatoire. Il est possible de penser 
que ce pourrait être dû à une phase cellulaire différente menant à différents niveaux 
d'expression des protéines. De plus, il est possible que le temps requis pour obtenir une 
bonne expression suite à la transfection varie entre le récepteur NTS2 et la protéine 
sécrétogranine III. Il est donc envisageable que, selon le niveau d'expression de chaque 
protéine, la colocalisation soit plus ou moins forte. D'autre part, l'expression de l'un, n'a pas 
semblé affecter la localisation de l'autre dans des conditions cellulaires de base. Il pourrait 
cependant en être autrement lors d'une stimulation cellulaire tel que la stimulation du 
récepteur NTS2 par un agoniste, provoquant ainsi son recrutement à la membrane.
Aussi, nous avons tenté les co-expressions de différentes protéines soit en utilisant 
les protéines taguées en C-terminal, en inversant les tags (le YFP avec le récepteur NTS2 et 
le CFP avec la sécrétogranine III), en utilisant des protéines non taguées ou encore en 
utilisant le récepteur NTS2 humain. Les résultats obtenus ont été similaires à ceux 
présentés (figure 19). En général la sécrétogranine III, peu importe son tag était plus diffuse 
que le récepteur NTS2.
D'autres types cellulaires ont été utilisés tels que les DRG FI 1 et les cellules COS-7 
(non présenté). Les résultats obtenus étaient similaires à ceux montrés avec les cellules 
HEK 293. La formation vésiculaire était toutefois plus importante.
Bien que les expériences d'immunoprécipitations nous confirment 
l'interaction entre la sécrétogranine III et le récepteur NTS2, nous avons tenté d ’appuyer 
nos résultats avec des techniques complémentaires. Toutefois, une simple étude de la 
colocalisation de la protéine sécrétogranine III et du récepteur NTS2 ne permet pas de 
confirmer qu'il y ait une interaction.
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4.3.4 Étude de l'interaction des protéines par FRET
Pour vérifier l'interaction entre la protéine sécrétogranine III et le récepteur NTS2, 
nous avons utilisé la technique du FRET. L'avantage principal de cette technique est qu'elle 
permet de confirmer des résultats obtenus dans des modèles cellulaires vivants et qu'il est 
possible de voir la réaction en temps réel et à haute précision. En effet, pour qu'il y ait 
FRET les fluorophores doivent se rapprocher suffisamment soit entre 10 et 100 A. 
Cependant, le fait de fusionner une seconde protéine, le fluorophore, peut avoir comme 
effet de modifier le comportement des protéines étudiées. Il est donc possible que même si 
les deux protéines ont la capacité de se lier l'une à l'autre, qu'il n'y ait pas de FRET 
(Mendelson et Brent, 1999; Scarlata, 2002).
Plusieurs méthodes existent pour évaluer le FRET et nous avons opté pour la 
technique du FRET par photoblanchiment de l'accepteur. Dans cette technique, l'intensité 
du donneur est mesurée avant et après la photodestruction sélective de l'accepteur (Kim et 
Maniatis, 1996; Patel et al., 2002). Les avantages de cette technique sont la facilité de 
réalisation de l'expérience et la disponibilité d'un contrôle interne dans une seule image par 
blanchiment d'une région en particulier de l'image. Il existe toutefois quelques désavantages 
tels que l'irréversibilité inhérente et les dommages induits par la lumière, la nécessité d'une 
seconde source laser sélective qui est absorbée par l'accepteur mais pas par le donneur et le 
mouvement du donneur entre les acquisitions pré- et post-blanchiment qui introduit des 
artéfacts (Van Munster et Gadella, 2005). Nous avons aussi tenté le FRET en "sensitised 
acceptor émission", dont les résultats n'ont pas été présentés. Il a été remarqué lors de 
l'analyse des résultats préliminaires qu'il y avait une grande fuite de signal du donneur. En 
effet, dans le contrôle négatif comptant uniquement le donneur un signal était capté comme 
accepteur. Ce problème peut être dû à un filtre qui laisse passer un trop large spectre. Nous 
nous en sommes donc tenus à la technique du photoblanchiment de l'accepteur.
Pour réaliser le FRET nous avons utilisé quatre constructions soit CFP-hNTS2, 
hNTS2-CFP, YFP-rSCG3, rSCG3-YFP et un contrôle positif, soit la protéine de fusion 
CFP -YFP tel que décrite dans l'article de Hoppe et collaborateurs (Hoppe et al., 2002). Ce 
contrôle positif est élaboré pour que les fluorophores se rapprochent suffisamment pour
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qu'il y ait FRET. Nous avons testés différentes constructions puisque les conditions idéales 
pour qu'il y ait FRET entre le récepteur NTS2 et la protéine sécrétogranine III ne sont pas 
connues. Quatre associations de protéines ont été testées soit CFP-hNTS2 et YFP-rSCG3, 
CFP-hNTS2 et rSCG3-YFP, hNTS2-CFP et YFP-rSCG3 et hNTS2-CFP et rSCG3-YFP. 
Nous avons tenu en considération que les portions N-terminale et C-terminale du récepteur 
NTS2 se trouvent de part et d ’autres de la membrane. Comme l’interaction avec la 
sécrétogranine III a été montrée avec la troisième boucle intracellulaire du récepteur, en 
double hybride, il est possible de penser que l’utilisation de la construction hNTS2-CFP 
serait plus favorable au FRET. Toutefois, aucune des associations n'a permis d'obtenir un 
signal FRET alors qu'un bon signal est obtenu pour le contrôle positif.
Il est possible que plus de mises au point soient nécessaires pour permettre de 
détecter un signal de transfert d'énergie. Par exemple, les premiers essais ont été réalisées 
en temps réel sur des cellules vivantes, mais étant donné le temps relativement long pour 
photo blanchir l'accepteur, les cellules ont eu le temps de bouger, provoquant ainsi un faux 
signal positif de FRET (résultats non montrés). Les essais suivants ont donc été réalisés sur 
cellules fixées.
De plus, il a été noté sur les images provenant des expériences de FRET que la 
colocalisation des fluorophores nous semblait plus faible, comme cela a déjà été observé en 
simple imagerie. Néanmoins, les coefficients de colocalisation nous montrent le contraire 
puisque les expériences de colocalisation nous ont permis d'obtenir une valeur de 83% 
tandis que les analyses des images de FRET nous donnaient des valeurs comprises entre 72 
et 87%. Toutefois, les analyses de colocalisation sur les images de FRET ne reposent que 
sur une seule image par condition tandis que plusieurs images ont été analysées pour 
obtenir la valeur colocalisation des expériences d'imagerie. Nous émettons tout de même, 
l'hypothèse que l'absence de FRET soit due à une phase cellulaire différente ou à des 
niveaux d'expression du récepteur NTS2 et de la sécrétogranine III différents. D'autres 
expériences devront être réalisées pour confirmer ou infirmer le résultat présentement 
obtenu en FRET.
Aussi, il est possible que dans notre cas, la fusion du fluorophore nuise à 
l'interaction entre nos protéines. C'est une des raisons qui nous ont portés à étudier 
différentes orientations du fluorophore soit en N-terminal ou en C-terminal. Selon les
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expériences de double hybride, l'interaction de la sécrétogranine III se produirait avec la 3 e 
boucle intracellulaire. Il est donc logique de penser que, pour le récepteur NTS2, le CFP 
doive se retrouver en C-terminal. Néanmoins, cette déduction est moins évidente pour la 
sécrétogranine III. En effet, comme la sécrétogranine III ne possède pas de domaine 
transmembranaire, ses deux extrémités sont impliquées dans des interactions avec les 
lipides en N-terminal et avec les différentes protéines tel que la CgA, en C-terminal 
(Hosaka et al ., 2010). De cette manière, la présence d'un CFP à l'une ou l'autre des 
extrémités pourrait affecter les différentes interactions de la sécrétogranine III. Nous 
pourrions donc explorer d'autres alternatives comme d'utiliser des protéines tronquées ou en 
incorporant les fluorophores d'une manière différente, comme à l'intérieur des protéines 
plutôt qu'à l'extrémité. Néanmoins, il ne faut pas oublier que plusieurs facteurs autres que la 
distance peuvent affecter l’efficacité du transfert d ’énergie comme la stoechiométrie et 
l ’angle entre les molécules. De plus, l'efficacité de FRET de la paire de fluorophores est 
aussi à tenir en compte. Il a été montré que pour la paire CFP/YFP, l'efficacité de FRET 
varie en fonction du pH à cause de la sensibilité du YFP au pH et aux anions (Hoppe et al, 
2002). Dans notre cas, la sécrétogranine III, étant une protéine présente dans la voie de 
sécrétion régulée, se retrouve en milieu acide, à un pH d'environ 5.5 et à haute 
concentration d'ions. Cela pourrait donc avoir un impact sur l'efficacité de transfert 
d'énergie entre les deux fluorophores. Il pourrait donc être intéressant de vérifier si une 
autre paire de fluorophores pourraient être plus adaptés à nos conditions expérimentales ou 
encore de faire varier le pH de nos expérimentations, considérant que l'interaction a été 
montrée à un pH de 7.4 en immunoprécipitation. Finalement, les résultats obtenus par les 
expériences de FRET ne nous permettent pas de confirmer que le récepteur NTS2 et la 
protéine sécrétogranine III interagissent ensemble au niveau cellulaire.
D'autres techniques d'imagerie permettraient aussi de déterminer ou de vérifier la 
présence d'interactions protéine-protéines tel que les immunofluorescences ou encore la 
microscopie électronique. Ces techniques apportent l'avantage de travailler dans des 
conditions plus physiologiques, avec les protéines endogènes. Il est envisagé de procéder à 
des expériences de colocalisation avec les protéines endogènes ou du moins avec les 
protéines non taguées. De cette façon, il serait possible d'éliminer les possibles biais de 
localisation causés par les tags CFP et YFP. Des étides d'immunofluorescences avaient été
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entreprises dans ce sens, néanmoins dû à des problèmes techniques de réactions croisées 
entre les différents anticorps secondaires utilisés, cette technique a été mise de côté et nous 
n'avons pas pu obtenir de résultats. Toutefois, de possibles collaborations avec d'autres 
laboratoires sont considérées dans le but d'observer la colocalisation de protéines 
endogènes en microscopie électronique.
4.4 Application dans un contexte de douleur chronique
4.4.1 Utilisation des DSiRNA
Pour pouvoir déterminer l'impact de la protéine sécrétogranine III sur le trafic du 
récepteur NTS2, nous nous sommes portés sur l'utilisation des ARN interférents pour 
réduire l'expression de la sécrétogranine III.
Parmi les technologies de TARN interfèrent, les siRNA, des duplex synthétiques 
doubles brins de 21 nucléotides, sont la classe d'ARNi la plus couramment utilisée. Ils ont 
été conçus pour mimer le produit de l’enzyme Dicer dans la voie endogène des ARNi. 
Toutefois, ces molécules ont plusieurs désavantages dont l’induction d'effets hors cibles et 
leur biodisponibilité. Dans les effets secondaires fréquemment observés on note l’induction 
du système immunitaire inné par la voie des Toll-like receptor et aussi, la capacité à 
interférer des gènes non ciblés (Robbins et al., 2009; Whitehead et a l, 2011). Afin de 
minimiser ces effets secondaires, les DsiRNA, ont été développés. Dans ce cas-ci, les 
duplex synthétiques double brin sont des oligonucléotides comptant 27 nucléotides 
comprenant une extrémité 3’ saillante de deux nucléotides (Sarret et al., 2011). 
Contrairement aux siRNA, ces molécules miment le substrat de l’enzyme Dicer plutôt que 
son produit. L'interaction avec Dicer facilite leur incorporation dans le complexe RISC 
(Kim et al, 2005; Rose et a l, 2005), ce qui augmente l’efficacité des DsiRNA. Dans les 
faits, les DsiRNA sont jusqu'à 10 fois plus efficaces que les siRNA classiques pour 
l’inhibition d ’un même gène (Kubo et a l, 2007; Hefner et a l, 2008). Enfin, il a été montré 
que les DsiRNA utilisés in vivo ont une bonne efficacité à petite dose et un effet durable à 
long terme pour des cibles présentes au niveau du système nerveux central (Dore-Savard et 
al, 2008).
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Cette technologie a été choisie car elle a été amplement utilisée par notre équipe de 
recherche. En 2008, Louis Doré-Savard et collaborateurs ont montré l'implication du 
récepteur NTS2 dans l'effet analgésique induit par la neurotensine et par des analogues 
sélectifs pour le récepteur NTS2 tel que le JMV 431 par l'utilisation de DSiRNA dirigés 
contre le récepteur NTS2 (Dore-Savard et al., 2008). Les méthodes utilisées pour ces 
expériences seront donc reprises mais en utilisant cette fois-ci, des DsiRNA dirigés contre 
la sécrétogranine III. Cela nous permettra de déterminer si la sécrétogranine III peut avoir 
un effet sur le trafic et ainsi sur l'expression du récepteur à la membrane et avoir un impact 
sur les effets analgésiques des agonistes agissant sur le récepteur NTS2.
Tout d'abord, il a fallu développer des DsiRNA capables de diminuer efficacement 
l’expression de la protéine sécrétogranine III. De douze DsiRNA synthétisés, deux ont 
passé toutes les étapes de validation in vitro et ont obtenu des résultats intéressants quant à 
leur capacité à réduire efficacement l'expression de la sécrétogranine III soit les DsiRNA 
Sg3 1345 et le Sg3 1890. Ces DsiRNA ont ensuite subi des modifications telles que des 
méthylations pour augmenter leur stabilité. Suite aux modifications, les DsiRNA Sg3 1345 
et le Sg3 1890 ont conservé leur activité. Ils seront donc testés in vitro et in vivo pour 
mesurer l'impact de l’invalidation de la sécrétogranine III sur le trafic du récepteur NTS2.
Néanmoins, nous considérons que l'utilisation de cette stratégie pourrait avoir un 
impact sur une multitude de protéines autres que le récepteur NTS2 considérant 
l'importance de la sécrétogranine III dans la formation des granules de sécrétion et dans le 
tri de protéines vers la voie de sécrétion régulée.
Ces expériences nous permettront donc de confirmer l'interaction entre la 
sécrétogranine III et le récepteur NTS2 à la fois in vitro et in vivo. De plus, cela nous 
permettra de vérifier si cette interaction peut avoir un impact dans l'expression du récepteur 
NTS2 à la membrane. Cela nous permettra de mieux comprendre l'expression du récepteur 
NTS2 et d'appliquer ces notions dans une optique de traitement analgésique visant le 
récepteur NTS2.
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4.5 Perspectives
Ayant identifié et confirmé une interaction entre le récepteur NTS2 et la protéine 
sécrétogranine III, il serait intéressant de pousser nos connaissances en déterminant quels 
sont les acides aminés impliqués dans cette interaction, entre autres par des expériences de 
mutagénèse dirigée. Il serait donc possible de créer des chimères de la troisième boucle 
intracellulaire du récepteur NTS2 avec la troisième boucle intracellulaire d'un autre 
récepteur comme le récepteur NTS1 tel que réalisé par Martin et collaborateurs en 2001 
pour montrer l'importance du résidu Tyr237 dans le recyclage du récepteur NTS2 (Martin 
et al., 2001). Ce résidu pourrait possiblement être impliqué dans l'interaction avec la 
sécrétogranine III. Toutefois, il a été démontré pour jouer un rôle dans le recyclage du 
récepteur NTS2 mais pas dans son adressage à la membrane. Il serait aussi possible de 
muter successivement les différents acides aminés de la troisième boucle intracellulaire. De 
cette manière il serait possible d'identifier précisément quels acides aminés sont impliqués 
dans l'interaction entre le récepteur NTS2 et la protéine sécrétogranine III. Identifier les 
acides aminés impliqués dans cette interaction pourrait aussi nous donner de l'information 
sur l'interaction possible entre la sécrétogranine III et d'autres protéines incluant d'autres 
récepteurs couplés aux protéines G.
Selon les connaissances actuelles, il est possible de penser que d'autres RCPG 
pourraient lier la sécrétogranine III. Des homologies de séquences particulières, comme 
avec la troisième boucle intracellulaire du récepteur NTS2, n'ont pas nécessairement été 
démontrées entre ces récepteurs. Toutefois d'autres RCPG, tel que le récepteur opioïde 
delta, transitent vers la membrane via la voie de sécrétion régulée (Zhao et al., 2011). Il est 
donc possible de penser que ces récepteurs interagissent avec la sécrétogranine III ou 
encore avec une autre protéine de la famille des granines, considérant que cette famille est 
assez large (Taupenot et a l, 2003). Des démarches ont été entreposent pour crée une 
banque différentielle de récepteurs couplés aux protéines G pour vérifier si certains 
récepteurs sont spécifiques à la voie de sécrétion régulée. Il sara donc possible à partir de 
cette banque de vérifier sir les récepteurs transitant via la voie régulée ont des séquences 
communes qui déterminerait une préférence vers la voie de sécrétion régulée, due à des
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séquences de rétention ou à des séquences d'interaction avec des protéines de la voie 
régulée, comme la sécrétogranine III.
Toutefois, notre intérêt se situe surtout dans la détermination d'un effet 
physiologique de cette interaction et si la modulation de cette interaction entraine des 
modifications des effets physiologiques. Nous voulons donc déterminer si, dans l'optique 
d'un traitement de la douleur, cette interaction pourrait avoir un impact sur l'expression du 
récepteur NTS2 et par le fait même sur l'utilisation d'agonistes NTS2.
4.5.1 Stimulations in vitro par un agoniste NTS2
Nous avons donc démontré la présence d'une interaction entre le récepteur NTS2 et 
la sécrétogranine III. Néanmoins, l'importance de cette interaction, d'un point de vue, 
physiologique reste à être démontrée. Nous voulons donc poursuivre les recherches pour 
pouvoir déterminer, dans un premier temps, l'impact de l'interaction de la protéine 
sécrétogranine III sur le trafic du récepteur NTS2 et si cette interaction affecte ainsi son 
expression à la membrane plasmique. Dans un second temps, nous voulons évaluer si cette 
interaction peut affecter la fonction physiologique du récepteur NTS2 c'est-à-dire son rôle 
dans le traitement de la douleur.
Tout d'abord, il a été démontré que sous stimulation prolongée, le récepteur NTS2 
était recruté à la membrane plutôt que d'être régulé de façon négative (Perron et a l, 2006). 
Nous voulons donc utiliser cette capacité du récepteur NTS2 pour déterminer si 
l'interaction du récepteur avec la sécrétogranine III peut jouer un rôle dans le trafic du 
récepteur. Pour cela, nous utiliserons des cellules exprimant le récepteur NST2 et la 
sécrétogranine III. Le récepteur NTS2 sera stimulé par un agoniste sélectif pour ce 
récepteur, comme le JMV 431 ou le NT79, pour permettre le recrutement du récepteur à la 
membrane. Les premières expériences seront réalisées en surexpression des protéines YFP- 
SCG3 et HA-NTS2 dans les HEK 293, pour conserver le contexte des expériences 
présentées dans ce mémoire. Toutefois, dans le but d ’obtenir un modèle plus physiologique, 
des essais pourraient être réalisés différentes lignées cellulaires pour déterminer la présence 
endogène du récepteur NTS2 et de la sécrétogranine III, la production de lignées stables 
n ’ayant pas été concluante à ce jour.
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Figure 26: Schéma des hypothèses quant à l'impact de l'interaction du récepteur 
NTS2 et de la sécrétogranine I I I  sur l'expression membranaire du récepteur NTS2.
Nous avons présentement deux hypothèses (figure 26) sur l'interaction entre le 
récepteur NTS2 et la protéine sécrétogranine III dans le trafic du récepteur NTS2. La 
première étant que la sécrétogranine III agirait comme transporteur du récepteur du 
récepteur NTS2 vers la voie de sécrétion régulée et vers la membrane plasmique suite à une 
stimulation par un agoniste. Le récepteur NTS2 pourrait possiblement posséder une 
séquence de rétention, ce qui permettrait de retenir le récepteur au niveau du Golgi. Il est 
connu que certains récepteurs tels que le GABAbi possèdent une séquence de rétention. 
Lorsqu'exprimé seul, GABAbi est retenu au niveau du réticulum endoplasmique alors que 
lorsqu'il est co-exprimé avec le récepteur GABAb2, il est relâché du réticulum 
endoplasmique et est transporté vers la membrane plasmique (Donc et a l, 2007). Dans ce
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cas-ci, on observerait une augmentation de l'interaction entre le récepteur NTS2 et la 
sécrétogranine III suite à une stimulation par un agoniste du récepteur NTS2.
La deuxième hypothèse quant à elle irait plutôt avec un raisonnement inverse, soit 
que la sécrétogranine III agirait comme un agent séquestreur du récepteur NTS2 au niveau 
du Golgi. Lors d'une stimulation par un agoniste, il y aurait découplage de la sécrétogranine 
III et du récepteur NTS2 ce qui permettrait son envoi à la membrane principalement via la 
voie via constitutive. On observerait donc une diminution de l'interaction entre la 
sécrétogranine III et le récepteur NTS2 suite à une stimulation du récepteur par un agoniste 
du récepteur NTS2.
Pour vérifier nos hypothèses, nous comptons donc effectuer des stimulations in vitro 
du récepteur NTS2 avec le JMV 431 à différents temps. Suite à cela, nous observerons 
l'interaction de différentes façons. D'une part, par immunoprécipitations par la 
sécrétogranine III, ce qui nous permettra d'observer la fraction liée du récepteur NTS2 
uniquement. Ainsi, nous pourrons observer si l'interaction entre le récepteur NTS2 et la 
sécrétogranine III varie selon le temps de stimulation du récepteur. D'autre part, nous 
pourrions observer si la compartimentalisation du récepteur NTS2 est affectée en procédant 
à du fractionnement subcellulaire, tel qu'utilisé par Zhao et collaborateurs pour isoler les 
vésicules à corps denses ayant permis de montrer la présence du récepteur NTS2 dans la 
voie de sécrétion régulée (Zhao et al., 2011). Ainsi, nous pourrons vérifier dans quelles 
proportions le récepteur NTS2 est présent au Golgi, dans les granules de sécrétion et 
exprimé à la membrane suite à différents temps de stimulation par le JM V 431. De plus, des 
études de microscopie confocale pourraient être réalisées permettant de visualiser en temps 
réel si la compartimentalisation du récepteur NTS2 est affectée.
4.5.2 Utilisation des DSiRNA
En second lieu, nous voulons évaluer l'impact de la perturbation de l'interaction 
entre la sécrétogranine III et le récepteur NTS2 et ainsi aller vérifier si cette interaction peut 
avoir une influence sur la fonction physiologique du récepteur NTS2.
Dans le même ordre d'idée que pour les stimulations du récepteur NTS2 par le JMV 
431, nous procéderont d'abord avec des essais in vitro à l'aide des DsiRNA dirigés contre la
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sécrétogranine III. Ces DsiRNA seront donc utilisés sur des cellules exprimant les deux 
protéines. L'ajout des DsiRNA permettra d’invalider l'expression de la sécrétogranine III et 
ainsi observer si des modifications se produisent dans le comportement du récepteur NTS2 
suite à cette perte. Pour évaluer l'expression du récepteur à la membrane, nous procéderons 
par essais de radioliaison. Cela nous permettra donc de vérifier si la perte de la 
sécrétogranine III provoque une modification dans l'expression du récepteur NTS2, que ce 
soit en conditions de base ou suite à un recrutement à la membrane par le JMV431. Tout 
comme pour les expériences de stimulation du récepteur NTS2, nous évaluerons par 
fractionnement subcellulaire ou microscopie confocale si la compartimentalisation du 
récepteur est modifiée suite à l'invalidation de la sécrétogranine III.
L'implication du récepteur NTS2 dans l'effet analgésique induit par la neurotensine 
et par des analogues est déjà bien documenté et a aussi été montré par l'utilisation de 
DsiRNA dirigés contre le récepteur NTS2 (Doré-Savard et al., 2008). Dans cette étude, les 
auteurs ont montré que même une faible dose (0.005 mg/Kg) pouvait réduire efficacement 
l'expression du récepteur NTS2 chez le rat, au niveau de la moelle épinière suite à une 
injection intrathécale combinée avec l'agent lipidique cationique i-Fect. Les auteurs ont pu 
observer une diminution significative de l'ARNm et du récepteur NTS2, concordant avec 
une altération importante de l'effet analgésique de l'agoniste sélectif JMV 431 à l'aide du 
test du retrait de la queue, allant jusqu'à 93% d'inhibition et jusqu'à 3-4 jours après 
l'administration des DsiRNA. Ce test mesure la latence, en secondes, que prend le rat pour 
retirer ou courber sa queue immergée de 6 cm dans un bain d'eau chaude à 52°C. Pour 
évaluer l'efficacité de l'invalidation du récepteur NTS2 par les DsiRNA, les animaux ont 
reçu une dose de 90 pg/kg de JM V431, choisie par de précédentes études qui est considérée 
comme une dose efficace pour provoquer un effet analgésique important. Il a aussi été 
démontré que les DsiRNA dirigés contre le récepteur NTS2 n'altèrent pas la signalisation 
via le récepteur NTS1, étroitement apparenté.
Nous comptons donc nous replacer dans un contexte semblable de façon à évaluer 
l'impact de l'invalidation de la sécrétogranine III sur les effets physiologiques du récepteur. 
Toutefois, dans notre étude les DsiRNA utilisés seront dirigés contre la sécrétogranine III 
plutôt que le récepteur NTS2.
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4.6 Conclusion
En conclusion, nous avons démontré que le récepteur NTS2 pouvait interagir avec 
une protéine de la voie de sécrétion régulée, la sécrétogranine III. C'est par la recherche de 
partenaires potentiels pour le récepteur NTS2, par la technique du double hybride chez la 
levure, que nous avons découvert cette interaction. Par la suite, nous avons pu confirmer 
cette interaction par co-immunoprécipitation dans un modèle de surexpression cellulaire 
dans la lignée HEK 293. De plus, la présence des deux protéines dans les mêmes 
compartiments cellulaires a  été démontrée par imagerie confocale. Néanmoins, leur 
interaction n'a pu être confirmée par FRET. Cette interaction pourrait peut-être venir 
éclaircir les mystères qui restent autour du récepteur NTS2 et de son trafic particulier. Très 
peu de récepteurs couplés aux protéines G empruntent la voie de sécrétion régulée pour être 
acheminés à la membrane. De plus, en ayant un impact sur le trafic du récepteur NTS2, la 
sécrétogranine III pourrait possiblement avoir un impact sur les effets physiologiques de ce 
récepteur. Mieux comprendre cette interaction pourrait nous amener à revoir la façon dont 
nous ciblons ce récepteur dans une optique de traitement de la douleur chronique et s'il est 
possible de moduler son expression pour obtenir un meilleur effet de traitement. Cette 
interaction pourrait peut-être aussi ouvrir des portes vers de nouvelles connaissances sur le 
transport et l'expression à la membrane des RCPG.
R e m e r c i e m e n t s
Je tiens tout d'abord à remercier mon directeur de recherche, Philippe Sarret, de 
m'avoir accueilli au sein de son équipe de laboratoire. La recherche n'est pas toujours 
constituée de succès mais est parfois une longue suite d'échecs. Mon projet n'a pas été 
facile, il a été parsemé d'embûches, de contraintes techniques et de difficultés en tous 
genres. Mais, tes encouragements et ton positivisme face à ce projet m'ont permis de ne pas 
me décourager et de ne jamais abandonner. Pour cela, je  te remercie sincèrement d'avoir 
cru en ce projet, même quand tout semblait dire le contraire, et d'avoir cru en moi tout au 
long de ma maîtrise, car il aurait été facile de simplement abandonner le projet. Affronter 
ces échecs et ces moment difficiles m'a aussi permis de sortir grandie de cette maîtrise, 
autant sur le plan scientifique qu'humain. Je ne croyais pas avoir toute cette persévérance en 
moi!
Ensuite, je  tiens à remercier spécialement et sincèrement Jean Lainé, pour son aide 
précieuse généreusement offerte tout au long de ma maîtrise. Je crois que sans ton aide ce 
projet aurait été difficilement réalisable. Tu as su me transmettre de nombreuses 
connaissances, et tu as toujours été là pour me supporter et m'encourager. Tu as toujours 
pris le temps de t'asseoir avec moi que ce soit pour discuter de résultats, de techniques ou 
d'un peu n'importe quoi. Tu y es pour beaucoup dans la finalité de ce mémoire et dans 
l'accomplissement de ma maîtrise. Bien que je  crois ne jam ais l'avoir dit, je  t'en suis très 
reconnaissante et ton aide a été très appréciée.
Je voudrais aussi remercier tous les membres du laboratoire, anciens comme actuels 
que j'ai côtoyé pendant mon stage et ma maîtrise, car je  crois qu'une bonne partie de 
l'accomplissement qu'il soit scientifique ou personnel, provient de l'équipe qui nous 
entoure. Je pense à Geneviève, Louis, Pascal, Marc-André, Mylène, Alexandre, Karine, 
Karyn, Jessica, Elora, David, Elie, Alexandre M., Valérie, Nicolas, Jean-Michel ainsi que 
les stagiaires que j'ai côtoyé de près ou de loin. Vous êtes des personnes formidables et une 
équipe de laboratoire incroyable! Vous m'avez permis de vivre et de partager des moments
114
inoubliables. J'espère sincèrement conserver votre amitié malgré que nos chemins se 
séparent tranquillement.
J'ai aussi un remerciement particulier pour Geneviève Roussy. Geneviève, par deux 
fois tu m'as offert de belles opportunités que j'a i su saisir. La première, quand tu m'as 
choisie comme stagiaire et la deuxième en m'ouvrant la porte vers une carrière en 
enseignement. Pour cela, je  t'en suis extrêmement reconnaissante. Au travers des années, 
j'ai appris à te connaître, tout d'abord comme mentor et ensuite comme amie, et j'ai 
découvert une personne formidable qui mérite amplement qu'on prenne soin d'elle à travers 
les épreuves que la vie nous envoie.
Sur un plan plus personnel, je  ne pourrais passer à côté des remerciements envers 
ma famille. Maman, Papa, je  vous remercie de toujours m'avoir encouragé à faire ce que 
j'aime peu importe où ça pourrait bien me mener. Vous avez toujours été là dans les joies 
comme dans les peines. Vous m'avez poussé quand il le fallait, vous m 'avez soutenu 
lorsque c'était nécessaire. Je suis sincèrement convaincue que votre soutien a été un facteur 
déterminant dans la réussite de mes études universitaires.
Aussi, ces dernières années n'auraient pas été les mêmes sans vous, mes amis, 
Audrey, Kristina, Philippe, Catherine et Alexandra. Pour certains les amitiés sont récentes 
mais solides, pour les autres, elles se construisent depuis longtemps, malgré la distance. Je 
sais que même si nos chemins se séparent nous trouveront toujours le temps de nous revoir 
pour continuer à construire notre amitié. Vous m'avez fait passer des moments inoubliables, 
émouvants et complètements fous! Vous avez su me remonter le moral lors des moments 
difficiles, tout comme vous avez partagé mes fous rires. Merci d'être là et d'être les 
personnes que vous êtes.
Et finalement, je  voudrais remercier les professeurs Philippe Sarret, Christine 
Lavoie et Jean-Luc Parent d'avoir accepté de faire partie de mon jury. Et je  vous remercie 
pour l'intérêt que vous portez envers mon travail et le temps alloué pour réviser ce 
mémoire. Vos commentaires ont étés très appréciés.
L i s t e  d e s  r é f é r e n c e s
Agrawal, N., Dasaradhi, P. V., M ohmmed, A., Malhotra, P., Bhatnagar, R. K., & 
Mukherjee, S. K. (2003). RNA interférence: Biology, mechanism, and applications. 
Microbiology and Molecular Biology Reviews : MMBR, 67(4), 657-685.
Alberts, B., Johnson, A., Lewis, J., Raff, M., Roberts, K., & Walter, P. (2002). Molecular 
biology o f  the cell (4e éd.). New York: Garland Science.
Alexander, M. J., & Leeman, S. E. (1998). W idespread expression in adult rat forebrain of 
mRNA encoding high-affinity neurotensin receptor. The Journal o f  Comparative 
Neurology, 402(4), 475-500.
Altschul, S. F., Madden, T. L., Schaffer, A. A., Zhang, J., Zhang, Z., Miller, W., et al.
(1997). Gapped BLAST and PSI-BLAST: A new génération o f protein database 
search programs. Nucleic Acids Research, 25(17), 3389-3402.
Ando, H., Mizutani, A., Matsu-ura, T., & Mikoshiba, K. (2003). IRBIT, a novel inositol 
1,4,5-trisphosphate (IP3) receptor-binding protein, is released from the IP3 receptor 
upon IP3 binding to the receptor. The Journal o f  Biological Chemistry, 278( 12), 
10602-10612.
Angers, S., Salahpour, A., & Bouvier, M. (2001). Biochemical and biophysical 
démonstration o f GPCR oligomérization in mammalian cells. Life Sciences, 65(19- 
20), 2243-2250.
Attramadal, H., Arriza, J. L., Aoki, C., Dawson, T. M., Codina, J., Kwatra, M. M., et al.
(1992). Beta-arrestin2, a novel member o f the arrestin/beta-arrestin gene family. The 
Journal o f  Biological Chemistry, 267(25), 17882-17890.
Bai, M. (2004). Dimerization of G-protein-coupled receptors: Rôles in signal transduction. 
Cellular Signalling, 16(2), 175-186.
Baldwin, J. M. (1993). The probable arrangement o f the helices in G protein-coupled 
receptors. The EMBO Journal, 12(4), 1693-1703.
Baldwin, J. M. (1994). Structure and function o f receptors coupled to G proteins. Current 
Opinion in Cell Biology, 6(2), 180-190.
Bartolomucci, A., Possenti, R., Mahata, S. K., Fischer-Colbrie, R., Loh, Y. P., & Salton, S. 
R. (2011). The extended granin family: Structure, function, and biomédical 
implications. Endocrine Reviews, 32(6), 755-797.
116
Beaudet, A., Nouel, D., Stroh, T., Vandenbulcke, F., Dal-Farra, C., & Vincent, J. P. (1998). 
Fluorescent ligands for studying neuropeptide receptors by confocal microscopy. 
Brazilian Journal o f  Médical and Biological Research = Revista Brasileira De 
Pesquisas Medicas e Biologicas /  Sociedade Brasileira De Biofisica ...[Et Al.J, 
37(11), 1479-1489.
Behlke, M. A. (2006). Progress towards in vivo use o f siRNAs. Molecular Therapy : The 
Journal o f  the American Society o f  Gene Therapy, 73(4), 644-670.
Beuret, N., Stettler, H., Renold, A., Rutishauser, J., & Spiess, M. (2004). Expression o f 
regulated secretory proteins is sufficient to generate granule-like structures in 
constitutively secreting cells. The Journal o f  Biological Chemistry, 279( 19), 20242- 
20249.
Bissette G et Nemeroff CB (1995) The neurobiology o f neurotensin, in Neuropsy- 
chopharmacology, The Fourth Génération o f Progress (Bloom FE and Kupfer DJ 
eds) pp 573-582, Raven Press, New York.
Bissette, G., Nemeroff, C. B., Loosen, P. T., Prange, A. J.,Jr, & Lipton, M. A. (1976). 
Hypothermia and intolérance to cold induced by intracistemal administration o f the 
hypothalamic peptide neurotensin. Nature, 262(5569), 607-609.
Bockaert, J., & Pin, J. P. (1999). Molecular tinkering o f  G protein-coupled receptors: An 
evolutionary success. The EMBO Journal, 18(7), 1723-1729.
Bohm, S. K., Grady, E. F., & Bunnett, N. W. (1997). Regulatory mechanisms that modulate 
signalling by G-protein-coupled receptors. The Biochemical Journal, 322 (  Pt 7)(Pt 1), 
1-18.
Botto, J. M., Chabry, J., Sarret, P., Vincent, J. P., & Mazella, J. (1998). Stable expression of 
the mouse levocabastine-sensitive neurotensin receptor in HEK 293 cell line: Binding 
properties, photoaffinity labeling, and intemalization mechanism. Biochemical and 
Biophysical Research Communications, 243(2), 585-590.
Botto, J. M., Guillemare, E., Vincent, J. P., & Mazella, J. (1997). Effects o f  SR 48692 on 
neurotensin-induced calcium-activated chloride currents in the xenopus oocyte 
expression system: Agonist-like activity on the levocabastine-sensitive neurotensin 
receptor and absence o f  antagonist effect on the levocabastine insensitive neurotensin 
• receptor. Neuroscience Letters, 223(3), 193-196.
Boules, M., Shaw, A., Liang, Y., Barbut, D., & Richelson, E. (2009). NT69L, a novel 
analgésie, shows synergy with morphine. Brain Research,
Bouvier, M. (2001). Oligomérization o f G-protein-coupled transmitter receptors. Nature 
Reviews.Neuroscience, 2(4), 274-286.
117
Brady, A. E., & Limbird, L. E. (2002). G protein-coupled receptor interacting proteins: 
Emerging rôles in localization and signal transduction. Cellular Signalling, 14(4), 
297-309.
Bredeloux, P., Costentin, J., & Dubuc, I. (2006). Interactions between NTS2 neurotensin 
and opioid receptors on two nociceptive responses assessed on the hot plate test in 
mice. Behavioural Brain Research, 175(2), 399-407.
Bruckner, A., Polge, C., Lentze, N., Auerbach, D., & Schlattner, U. (2009). Yeast two- 
hybrid, a powerful tool for Systems biology. International Journal o f  Molecular 
Sciences, 10(6), 2763-2788.
Buhler, A. V., Choi, J., Proudfit, H. K., & Gebhart, G. F. (2005). Neurotensin activation o f 
the NTR1 on spinally-projecting serotonergic neurons in the rostral ventromedial 
medulla is antinociceptive. Pain, 114(1-2), 285-294.
Burrows, J. A., Willis, L. K., & Perlmutter, D. H. (2000). Chemical chaperones médiate 
increased sécrétion o f  mutant alpha 1-antitrypsin (alpha 1-AT) Z: A potential 
pharmacological strategy for prévention o f liver injury and emphysema in alpha 1-AT 
deficiency. Proceedings o f  the National Academy o f  Sciences o f  the United States o f  
America, 97(4), 1796-1801.
Cahill, C. M., Holdridge, S. V., & Morinville, A. (2007). Traffïcking o f delta-opioid 
receptors and other G-protein-coupled receptors: Implications for pain and analgesia. 
Trends in Pharmacological Sciences, 28(1), 23-31.
Carraway, R., & Leeman, S. E. (1973). The isolation o f  a new hypotensive peptide, 
neurotensin, from bovine hypothalami. The Journal o f  Biological Chemistry, 248(19), 
6854-6861.
Carraway, R., & Leeman, S. E. (1976). Characterization o f radioimmunoassayable 
neurotensin in the rat. its differential distribution in the central nervous System, small 
intestine, and stomach. The Journal o f  Biological Chemistry, 251(22), 7045-7052.
Chabry, J., Labbe-Jullie, C., Gully, D., Kitabgi, P., Vincent, J. P., & Mazella, J. (1994). 
Stable expression o f the cloned rat brain neurotensin receptor into fibroblasts: Binding 
properties, photoaffmity labeling, transduction mechanisms, and intemalization. 
Journal ofNeurochemistry, 63( 1), 19-27.
Chalon, P., Vita, N., Kaghad, M., Guillemot, M., Bonnin, J., Delpech, B., et al. (1996). 
Molecular cloning of a levocabastine-sensitive neurotensin binding site. FEBS Letters, 
386(2-5), 91-94.
Claing, A., Laporte, S. A., Caron, M. G., & Lefkowitz, R. J. (2002). Endocytosis o f  G 
protein-coupled receptors: Rôles o f G protein-coupled receptor kinases and beta- 
arrestin proteins. Progress in Neurobiology, 66(2), 61-79.
118
Clineschmidt, B. V., McGuffin, J. C., & Bunting, P. B. (1979). Neurotensin: 
Antinocisponsive action in rodents. European Journal o f  Pharmacology, 54(1-2), 129- 
139.
Collingwood, M. A., Rose, S. D., Huang, L., Hillier, C., Amarzguioui, M., Wiiger, M. T., 
et al. (2008). Chemical modification pattems compatible with high potency dicer- 
substrate small interfering RNAs. Oligonucleotides, 18(2), 187-200.
Craft, C. M., Whitmore, D. H., & Wiechmann, A. F. (1994). Cone arrestin identified by 
targeting expression o f a functional family. The Journal o f  Biological Chemistry, 
269(6), 4613-4619.
Crystal structure o f rhodopsin: A G protein-coupled receptor. palczewski K ,*(l) kumasaka 
T, hori T, behnke CA, motoshima H, fox BA, trong IL, teller DC, okada T, stenkamp 
RE, yamamoto M, miyano M. science 2000;289:739-745.(2000). American Journal o f  
Ophthalmology, 130(6), 865.
Debaigt, C., Hirling, H., Steiner, P., Vincent, J. P., & Mazella, J. (2004). Crucial rôle o f 
neuron-enriched endosomal protein o f 21 kDa in sorting between dégradation and 
recycling o f intemalized G-protein-coupled receptors. The Journal o f  Biological 
Chemistry, 279(34), 35687-35691.
Dekker, J. W., Budhia, S., Angel, N. Z., Cooper, B. J., Clark, G. J., Hart, D. N., et al. 
(2002). Identification o f an S-adenosylhomocysteine hydrolase-like transcript induced 
during dendritic cell différentiation. Immunogenetics, 53(12), 993-1001.
Deupi, X., & Kobilka, B. (2007). Activation o f G protein-coupled receptors. Advances in 
Protein Chemistry, 74, 137-166.
Devogelaere, B., N adif Kasri, N., Derua, R., Waelkens, E., Callewaert, G., Missiaen, L., et 
al. (2006). Binding o f IRBIT to the IP3 receptor: Déterminants and functional effects. 
Biochemical and Biophysical Research Communications, 343(1), 49-56.
Dicou, E., Vincent, J. P., & Mazella, J. (2004). Neurotensin receptor-3/sortilin médiates 
neurotensin-induced cytokine/chemokine expression in a murine microglial cell line. 
Journal o f  Neuroscience Research, 78( 1), 92-99.
Dikeakos, J. D., & Reudelhuber, T. L. (2007). Sending proteins to dense core secretory 
granules: Still a lot to sort out. The Journal o f  Cell Biology, 177(2), 191-196.
Dobner, P. R. (2005). Multitasking with neurotensin in the central nervous system. Cellular 
and Molecular Life Sciences : CMLS, 62(\1), 1946-1963.
Dobner, P. R. (2006). Neurotensin and pain modulation. Peptides, 27(10), 2405-2414.
119
Donato di Paola, E., Cusack, B., Yamada, M., & Richelson, E. (1993). Desensitization and 
down-regulation o f neurotensin receptors in murine neuroblastoma clone N 1E-115 by 
[D-Lys8] neurotensin(8-13). The Journal o f  Pharmacology and Expérimental 
Therapeutics, 264(\), 1-5.
Dong, C., Filipeanu, C. M., Duvemay, M. T., & Wu, G. (2007). Régulation o f  G protein- 
coupled receptor export trafflcking. Biochimica Et Biophysica Acta, 1768(4), 853-870.
Dore-Savard, L., Roussy, G., Dansereau, M. A., Collingwood, M. A., Lennox, K. A., Rose, 
S. D., et al. (2008). Central delivery o f dicer-substrate siRNA: A direct application for 
pain research. Molecular Therapy : The Journal o f  the American Society o f  Gene 
Therapy, 16(1), 1331-1339.
Drake, M. T., Shenoy, S. K., & Lefkowitz, R. J. (2006). Trafflcking o f G protein-coupled 
receptors. Circulation Research, 99(6), 570-582.
Dubuc, I., Sarret, P., Labbe-Jullie, C., Botto, J. M., Honore, E., Bourdel, E., et al. (1999). 
Identification o f the receptor subtype involved in the analgésie effect o f  neurotensin. 
The Journal o f  Neuroscience : The Official Journal o f  the Society fo r  Neuroscience, 
19( 1), 503-510.
Dulac, C., & Axel, R. (1995). A novel family o f  genes encoding putative pheromone 
receptors in mammals. Cell, 83(2), 195-206.
Fassio, A., Evans, G., Grisshammer, R., Bolam, J. P., Mimmack, M., & Emson, P. C.
(2000). Distribution o f the neurotensin receptor NTS1 in the rat CNS studied using an 
amino-terminal directed antibody. Neuropharmacology, 59(8), 1430-1442.
Ferguson, S. S. (2001). Evolving concepts in G protein-coupled receptor endocytosis: The 
rôle in receptor desensitization and signaling. Pharmacological Reviews, 53(1), 1-24.
Ferguson, S. S., Barak, L. S., Zhang, J., & Caron, M. G. (1996). G-protein-coupled receptor 
régulation: Rôle of G-protein-coupled receptor kinases and arrestins. Canadian 
Journal o f  Physiology and Pharmacology, 74(10), 1095-1110.
Ferguson, S. S., & Caron, M. G. (1998). G protein-coupled receptor adaptation 
mechanisms. Seminars in Cell & Developmental Biology, 9(2), 119-127.
Fernandez, L. M., & Puett, D. (1996). Lys583 in the third extracellular loop o f  the 
lutropin/choriogonadotropin receptor is critical for signaling. The Journal o f  
Biological Chemistry, 271(2), 925-930.
Fields, S. (2005). High-throughput two-hybrid analysis. the promise and the péril. The 
FEBS Journal, 272(21), 5391-5399.
120
Foord, S. M., & Marshall, F. H. (1999). RAMPs: Accessory proteins for seven 
transmembrane domain receptors. Trends in Pharmacological Sciences, 20(5), 184- 
187.
Formstecher, E., Aresta, S., Collura, V., Hamburger, A., Meil, A., Trehin, A., et al. (2005). 
Protein interaction mapping: A drosophila case study. Genome Research, 15(3), 376- 
384.
Fromont-Racine, M., Rain, J. C., & Legrain, P. (1997). Toward a functional analysis o f  the 
yeast genome through exhaustive two-hybrid screens. Nature Genetics, 16(3), 277- 
282.
Gaidarov, I., Krupnick, J. G., Falck, J. R., Benovic, J. L., & Keen, J. H. (1999a). Arrestin 
function in G protein-coupled receptor endocytosis requires phosphoinositide binding. 
The EMBO Journal, 18(4), 871-881.
Gaidarov, I., Santini, F., Warren, R. A., & Keen, J. H. (1999b). Spatial control o f  coated-pit 
dynamics in living cells. Nature Cell Biology, 7(1), 1-7.
Gainetdinov, R. R., Premont, R. T., Bohn, L. M., Lefkowitz, R. J., & Caron, M. G. (2004). 
Desensitization o f G protein-coupled receptors and neuronal fonctions. Annual Review 
o f  Neuroscience, 27, 107-144.
Gendron, L., Perron, A., Payet, M. D., Gallo-Payet, N., Sarret, P., & Beaudet, A. (2004). 
Low-affmity neurotensin receptor (NTS2) signaling: Intemalization-dependent 
activation o f extracellular signal-regulated kinases 1/2. Molecular Pharmacology, 
66(6), 1421-1430.
Goodman, O. B.,Jr, Krupnick, J. G., Santini, F., Gurevich, V. V., Penn, R. B., Gagnon, A. 
W., et al. (1998). Rôle o f  arrestins in G-protein-coupled receptor endocytosis. 
Advances in Pharmacology (San Diego, Calif), 4 2 ,429-433.
Grady, E. F., Bohm, S. K., & Bunnett, N. W. (1997). Tuming off the signal: Mechanisms 
that attenuate signaling by G protein-coupled receptors. The American Journal o f  
Physiology, 273(3 Pt 1), G586-601.
Guillemette, A., Dansereau, M. A., Beaudet, N., Richelson, E., & Sarret, P. (2012). 
Intrathecal administration o f NTS1 agonists reverses nociceptive behaviors in a rat 
model o f neuropathic pain. Europe an Journal ofPain (London, England), 76(4), 473- 
484.
Guliy, D., Canton, M., Boigegrain, R., Jeanjean, F., Molimard, J. C., Poncelet, M., et al.
(1993). Biochemical and pharmacological profile o f a potent and sélective nonpeptide 
antagonist o f the neurotensin receptor. Proceedings o f  the National Academy o f  
Sciences o f  the United States o f  America, 90(1), 65-69.
121
Gutstein, H. B., Rubie, E. A., Mansour, A., Akil, H., & Woodgett, J. R. (1997). Opioid 
effects on mitogen-activated protein kinase signaling cascades. Anesthesiology, #7(5), 
1118-1126.
Hamdi, A., & Colas, P. (2012). Yeast two-hybrid methods and their applications in drug 
discovery. Trends in Pharmacological Sciences, 55(2), 109-118.
Han, L., Suda, M., Tsuzuki, K., Wang, R., Ohe, Y., Hirai, H., et al. (2008). A large form of 
secretogranin III functions as a sorting receptor for chromogranin A aggregates in 
PC 12 cells. Molecular Endocrinology (Baltimore, Md.), 22(8), 1935-1949.
Hannon, G. J. (2002). RNA interférence. Nature, 7/#(6894), 244-251
Harding, P. J., Attrill, H., Boehringer, J., Ross, S., Wadhams, G. H., Smith, E., et al. 
(2009). Constitutive dimerization o f the G-protein coupled receptor, neurotensin 
receptor 1, reconstituted into phospholipid bilayers. Biophysical Journal, 96(3), 964- 
973.
Harrison, C., & van der Graaf, P. H. (2006). Current methods used to investigate G protein 
coupled receptor oligomerisation. Journal o f  Pharmacological and Toxicological 
Methods, 54( 1), 26-35.
Hefner, E., Clark, K., Whitman, C., Behlke, M. A., Rose, S. D., Peek, A. S., et al. (2008). 
Increased potency and longevity o f gene silencing using validated dicer substrates. 
Journal o f  Biomolecular Techniques : JBT, 79(4), 231-237.
Henderson, R., & Unwin, P. N. (1975). Three-dimensional model o f  purple membrane 
obtained by electron microscopy. Nature, 257(5521), 28-32.
Hermans, E., Vanisberg, M. A., Geurts, M., & Maloteaux, J. M. (1997). Down-regulation 
o f neurotensin receptors after ligand-induced intemalization in rat primary cultured 
neurons. Neurochemistry International, 31(2), 291-299.
Herrada, G., & Dulac, C. (1997). A novel family o f  putative pheromone receptors in 
mammals with a topographically organized and sexually dimorphic distribution. Cell, 
90(4), 763-773.
Holthuis, J. C., Jansen, E. J., & Martens, G. J. (1996). Secretogranin III is a sulfated protein 
undergoing proteolytic processing in the regulated secretory pathway. The Journal o f  
Biological Chemistry, 271(30), 17755-17760.
Hoppe, A., Cnristensen, K., & Swanson, J. A. (2002). Fluorescence résonance energy 
transfer-based stoichiometry in living cells. Biophysical Journal, 83(6), 3652-3664.
122
Hosaka, M., Suda, M., Sakai, Y., Izumi, T., Watanabe, T., & Takeuchi, T. (2004). 
Secretogranin III binds to cholestérol in the secretory granule membrane as an adapter 
for chromogranin A. The Journal o f  Biological Chemistry, 279(5), 3627-3634.
Hosaka, M., Watanabe, T., Sakai, Y., Kato, T., & Takeuchi, T. (2005). Interaction between 
secretogranin III and carboxypeptidase E facilitâtes prohormone sorting within 
secretory granules. Journal o f  Cell Science, 77£(Pt 20), 4785-4795.
Hosaka, M., Watanabe, T., Sakai, Y., Uchiyama, Y., & Takeuchi, T. (2002). Identification 
o f a chromogranin A domain that médiates binding to secretogranin III and targeting 
to secretory granules in pituitary cells and pancreatic beta-cells. Molecular Biology o f  
the Cell, 75(10), 3388-3399.
Huynh, J., Thomas, W. G., Aguilar, M. I., & Pattenden, L. K. (2009). Rôle o f hélix 8 in G 
protein-coupled receptors based on structure-function studies on the type 1 
angiotensin receptor. Molecular and Cellular Endocrinology, 302(2), 118-127.
Hwang, J. R., Baek, M. W., Sim, J., Choi, H. S., Han, J. M ., Kim, Y. L., et al. (2010). 
Intermolecular cross-talk between NTR1 and NTR2 neurotensin receptor promotes 
intracellular séquestration and functional inhibition o f NTR1 receptors. Biochemical 
and Biophysical Research Communications, 397(1), 1007-1013.
Innamorati, G., Sadeghi, H. M., Tran, N. T., & Bimbaumer, M. (1998). A serine cluster 
prevents recycling o f the V2 vasopressin receptor. Proceedings o f  the National 
Academy o f  Sciences o f  the United States o f  America, 95(5), 2222-2226.
Ishii, I., Saito, E., Izumi, T., Ui, M., & Shimizu, T. (1998). Agonist-induced séquestration, 
recycling, and resensitization o f platelet-activating factor receptor. rôle o f cytoplasmic 
tail phosphorylation in each process. The Journal o f  Biological Chemistry, 273(16), 
9878-9885.
Jacobsen, L., Madsen, P., Jacobsen, C., Nielsen, M. S., Gliemann, J., & Petersen, C. M.
(2001). Activation and functional characterization o f the mosaic receptor 
SorLA /LR ll. The Journal o f  Biological Chemistry, 276(25), 22788-22796.
Jacoby, E., Bouhelal, R., Gerspacher, M., & Seuwen, K. (2006). The 7 TM G-protein- 
coupled receptor target family. Chemmedchem, 7(8), 761-782.
Kiefer, H., Mizutani, A., Iemura, S., Natsume, T., Ando, H., Kuroda, Y., et al. (2009). 
Inositol 1,4,5-triphosphate receptor-binding protein released with inositol 1,4,5- 
triphosphate (IRBIT) associâtes with components o f the mRNA 3' processing 
machinery in a phosphorylation-dependent manner and inhibits polyadenylation. The 
Journal o f  Biological Chemistry, 284(16), 10694-10705.
123
Kim, D. H., Behlke, M. A., Rose, S. D., Chang, M. S., Choi, S., & Rossi, J. J. (2005). 
Synthetic dsRNA dicer substrates enhance RNAi potency and efficacy. Nature 
Biotechnology, 23(2), 222-226.
Kim, T. K., & Maniatis, T. (1996). Régulation o f  interferon-gamma-activated STAT1 by 
the ubiquitin-proteasome pathway. Science (New York, N.Y.), 273(5282), 1717-1719.
Kitabgi, P. (2006). Functional domains o f the subtype 1 neurotensin receptor (NTS1). 
Peptides, 27( 10), 2461-2468.
Kitabgi, P. (2002). Targeting neurotensin receptors with agonists and antagonists for 
therapeutic purposes. Current Opinion in Drug Discovery & Development, 5(5), 764- 
776.
Kleczkowska, P., & Lipkowski, A. W. (2013). Neurotensin and neurotensin receptors: 
Characteristic, structure-activity relationship and pain modulation-A review. 
European Journal o f  Pharmacology,
Kobilka, B. K. (2007). G protein coupled receptor structure and activation. Biochimica Et 
Biophysica Acta, 1768(4), 794-807.
Krupnick, J. G., & Benovic, J. L. (1998). The rôle o f  receptor kinases and arrestins in G 
protein-coupled receptor régulation. Annual Review o f  Pharmacology and Toxicology, 
38, 289-319. Kubo, T., Zhelev, Z., Ohba, H., & Bakalova, R. (2007). Modified 27-nt 
dsRNAs with dramatically enhanced stability in sérum and long-term RNAi activity. 
Oligonucleotides, 17(4), 445-464.
Kuhn, H. (1984). Early steps in the light-triggered activation o f  the cyclic GMP enzymatic 
pathway in rod photoreceptors. Progress in Clinical and Biological Research, 164, 
303-311.
Kuliawat, R., & Arvan, P. (1994). Distinct molecular mechanisms for protein sorting within 
immature secretory granules o f  pancreatic beta-cells. The Journal o f  Cell Biology, 
726(1), 77-86.
Labbe-Jullie, C., Barroso, S., Nicolas-Eteve, D., Reversât, J. L., Botto, J. M., Mazella, J., et 
al. (1998). Mutagenesis and modeling o f the neurotensin receptor NTR1. 
identification o f residues that are critical for binding SR 48692, a nonpeptide 
neurotensin antagonist. The Journal o f  Biological Chemistry, 273(26), 16351-16357.
Lander, E. S., Linton, L. M., Birren, B., Nusbaum, C., Zody, M. C., Baldwin, J., et al.
(2001). Initial sequencing and analysis o f  the human genome. Nature, 409(6822), 860- 
921.
124
Laporte, S. A., Oakley, R. H., Zhang, J., Holt, J. A., Ferguson, S. S., Caron, M. G., et al.
(1999). The beta2-adrenergic receptor/betaarrestin eomplex recruits the clathrin 
adaptor AP-2 during endocytosis. Proceedings o f  the National Academy o f  Sciences o f  
the United States o f  America, 96(7), 3712-3717.
Latek, D., Modzelewska, A., Trzaskowski, B., Palczewski, K., & Filipek, S. (2012). G 
protein-coupled receptors—recent advances. Acta Biochimica Polonica, 59(4), 515- 
529.
Law, I. K., Murphy, J. E., Bakirtzi, K., Bunnett, N. W., & Pothoulakis, C. (2012). 
Neurotensin-induced proinflammatory signaling in human colonocytes is regulated by 
beta-arrestins and endothelin-converting enzym e-1-dépendent endocytosis and 
resensitization o f neurotensin receptor 1. The Journal o f  Biological Chemistry, 
287(18), 15066-15075.
Lefkowitz, R. J. (2004). Historical review: A brief history and personal rétrospective o f  
seven-transmembrane receptors. Trends in Pharmacological Sciences, 25(8), 413-422.
Legrain et al. (1998; 2000; 2002) US patents No. 6187535, 6531284, 6913886.
Lips, K. S., Konig, P., Schatzle, K., Pfeil, U., Krasteva, G., Spies, M., et al. (2006). 
Coexpression and spatial association o f  nicotinic acetylcholine receptor subunits 
alpha7 and alpha 10 in rat sympathetic neurons. Journal o f  Molecular Neuroscience : 
MN, 30(1-2), 15-16.
Lodish H, Baltimore D, Brek A, Zipursky S, Matsudaira P and Damell J (1995) Molecular 
Cell Biology. Third Edition Scintific American Book, New York.
Loh, Y. P., Maldonado, A., Zhang, C., Tarn, W. H., & Cawley, N. (2002). M echanism o f 
sorting proopiomelanocortin and proenkephalin to the regulated secretory pathway o f 
neuroendocrine cells. Annals o f  the New York Academy o f  Sciences, 971, 416-425.
Lohse, M. J., Benovic, J. L., Codina, J., Caron, M. G., & Lefkowitz, R. J. (1990). Beta- 
arrestin: A protein that régulâtes beta-adrenergic receptor function. Science (New 
York, N.Y.), 248(4962), 1547-1550.
Luttrell, L. M., & Lefkowitz, R. J. (2002). The rôle o f beta-arrestins in the termination and 
transduction o f G-protein-coupled receptor signais. Journal o f  Cell Science, 115( Pt 3), 
455-465.
Ma, W., Zheng, W. H., Powell, K., Jhamandas, K., & Quirion, R. (2001). Chronic 
morphine exposure increases the phosphorylation o f MAP kinases and the 
transcription factor CREB in dorsal root ganglion neurons: An in vitro and in vivo 
study. The European Journal o f  Neuroscience, 14(1), 1091-1104.
125
Maeno, H., Yamada, K., Santo-Yamada, Y., Aoki, K., Sun, Y. J., Sato, E., et al. (2004). 
Comparison o f mice déficient in the high- or low-affinity neurotensin receptors, N tsrl 
or Ntsr2, reveals a novel function for Ntsr2 in thermal nociception. Brain Research, 
998(1), 122-129.
Maggio, R., Novi, F., Scarselli, M., & Corsini, G. U. (2005). The impact o f  G-protein- 
coupled receptor hetero-oligomerization on function and pharmacology. The FEBS 
Journal, 272( 12), 2939-2946.
Martin, S., Navarro, V., Vincent, J. P., & Mazella, J. (2002a). Neurotensin receptor-1 and - 
3 complex modulâtes the cellular signaling o f neurotensin in the HT29 cell line. 
Gastroenterology, 725(4), 1135-1143.
Martin, S., Vincent, J. P., & Mazella, J. (2002). Recycling ability o f the mouse and the 
human neurotensin type 2 receptors dépends on a single tyrosine residue. Journal o f  
Cell Science, 115(?t 1), 165-173.
Matsunami, H., & Buck, L. B. (1997). A multigene family encoding a diverse array o f 
putative pheromone receptors in mammals. Cell, 90(4), 775-784.
Mazella, J., Poustis, C., Labbe, C., Checler, F., Kitabgi, P., Granier, C., et al. (1983). 
Monoiodo-[Trpl 1 ]neurotensin, a highly radioactive ligand o f neurotensin receptors. 
préparation, biological activity, and binding properties to rat brain synaptic 
membranes. The Journal o f  Biological Chemistry, 258(6), 3476-3481.
Mazella, J., Botto, J. M., Guillemare, E., Coppola, T., Sarret, P., & Vincent, J. P. (1996). 
Structure, functional expression, and cérébral localization o f the levocabastine- 
sensitive neurotensin/neuromedin N  receptor from mouse brain. The Journal o f  
Neuroscience : The Official Journal o f  the Society fo r  Neuroscience, 76(18), 5613- 
5620.
Mazella, J., Chabry, J., Zsurger, N., & Vincent, J. P. (1989). Purification o f the neurotensin 
receptor from mouse brain by affmity chromatography. The Journal o f  Biological 
Chemistry, 264(10), 5559-5563.
Mazella, J., Zsurger, N., Navarro, V., Chabry, J., Kaghad, M., Caput, D., et al. (1998). The 
100-kDa neurotensin receptor is gp95/sortilin, a non-G-protein-coupled receptor. The 
Journal o f  Biological Chemistry, 275(41), 26273-26276.
McMahon, B. M., Boules, M., Warrington, L., & Richelson, E. (2002). Neurotensin 
analogs indications for use as potential antipsychotic compounds. Life Sciences, 
70(10), 1101-1119.
Meldolesi, J., Chieregatti, E., & Luisa Malosio, M. (2004). Requirements for the 
identification o f dense-core granules. Trends in Cell Biology, 74(1), 13-19.
126
Mendelsohn, A. R., & Brent, R. (1999). Protein interaction methods—toward an endgame. 
Science (New York, N.Y.), 284(5422), 1948-1950.
Michael, D. J., Cai, H., Xiong, W., Ouyang, J., & Chow, R. H. (2006). Mechanisms o f 
peptide hormone sécrétion. Trends in Endocrinology and Metabolism: TEM, 77(10), 
408-415.
Morello, J. P., Petaja-Repo, U. E., Bichet, D. G., & Bouvier, M. (2000). Pharmacological 
chaperones: A new twist on receptor folding. Trends in Pharmacological Sciences, 
27(12), 466-469.
Motomura, T., Hashimoto, K., Koga, M., Arita, N., Hayakawa, T., Kishimoto, T., et al.
(1998). Inhibition o f signal transduction by a splice variant o f the growth hormone- 
releasing hormone receptor expressed in human pituitary adenomas. Metabolism: 
Clinical and Expérimental, 47(1), 804-808.
Murakami, A., Yajima, T., Sakuma, H., McLaren, M. J., & Inana, G. (1993). X-arrestin: A 
new retinal arrestin mapping to the X chromosome. FEBS Letters, 334(2), 203-209.
Mustafi, D., & Palczewski, K. (2009). Topology o f  class A G protein-coupled receptors: 
Insights gained from crystal structures o f  rhodopsins, adrenergic and adenosine 
receptors. Molecular Pharmacology, 75(1), 1-12.
Mustain, W. C., Rychahou, P. G., & Evers, B. M. (2011). The rôle o f  neurotensin in 
physiologie and pathologie processes. Current Opinion in Endocrinology, Diabetes, 
and Obesity, 18(\), 75-82.
Oakley, R. H., Laporte, S. A., Holt, J. A., Barak, L. S., & Caron, M. G. (2001). Molecular 
déterminants underlying the formation o f stable intracellular G protein-coupled 
receptor-beta-arrestin complexes after receptor endocytosis*. The Journal o f  
Biological Chemistry, 276(22), 19452-19460.
Oakley, R. H., Laporte, S. A., Elolt, J. A., Caron, M. G., & Barak, L. S. (2000). Differential 
affinities o f visual arrestin, beta arrestin 1, and beta arrestin2 for G protein-coupled 
receptors delineate two major classes o f receptors. The Journal o f  Biological 
Chemistry, 275(22), 17201-17210.
Ottiger, H. P., Battenberg, E. F., Tsou, A. P., Bloom, F. E., & Sutcliffe, J. G. (1990). 
1B1075: A brain- and pituitary-specific mRNA that encodes a novel 
chromogranin/secretogranin-like component o f  intracellular vesicles. The Journal o f  
Neuroscience : The Official Journal o f  the Society fo r  Neuroscience, 10(9), 3135- 
3147.
Palczewski, K., Kumasaka, T., Hori, T., Behnke, C. A., Motoshima, H., Fox, B. A., et al.
(2000). Crystal structure o f rhodopsin: A G protein-coupled receptor. Science (New 
York, N.Y.), 259(5480), 739-745.
127
Pantaloni, C., Brabet, P., Bilanges, B., Dumuis, A., Houssami, S., Spengler, D., et al.
(1996). Alternative splicing in the N-terminal extracellular domain o f  the pituitary 
adenylate cyclase-activating polypeptide (PACAP) receptor modulâtes receptor 
selectivity and relative potencies o f  PACAP-27 and PACAP-38 in phospholipase C 
activation. The Journal o f Biological Chemistry, 271(36), 22146-22151.
Park, J. J., & Loh, Y. P. (2008). How peptide hormone vesicles are transported to the 
sécrétion site for exocytosis. Molecular Endocrinology (Baltimore, Md.), 22(12), 
2583-2595.
Patel, R. C., Lange, D. C., & Patel, Y. C. (2002). Photobleaching fluorescence résonance 
energy transfer reveals ligand-induced oligomer formation o f human somatostatin 
receptor subtypes. Methods (San Diego, Calif), 27(4), 340-348.
Pelaprat, D. (2006). Interactions between neurotensin receptors and G proteins. Peptides, 
27(10), 2476-2487.
Perron, A., Sarret, P., Gendron, L., Stroh, T., & Beaudet, A. (2005). Identification and 
functional characterization o f a 5-transmembrane domain variant isoform o f the NTS2 
neurotensin receptor in rat central nervous system. The Journal o f  Biological 
Chemistry, 280( 11), 10219-10227.
Perron, A., Sharif, N., Gendron, L., Lavallee, M., Stroh, T., Mazella, J., et al. (2006). 
Sustained neurotensin exposure promûtes cell surface recruitment o f NTS2 receptors. 
Biochemical andBiophysical Research Communications, 343(3), 799-808.
Perron, A., Sharif, N., Sarret, P., Stroh, T., & Beaudet, A. (2007). NTS2 modulâtes the 
intracellular distribution and trafficking o f NTS1 via heterodimerization. Biochemical 
and Biophysical Research Communications, 355(3), 582-590.
Pettibone, D. J., Hess, J. F., Hey, P. J., Jacobson, M. A., Leviten, M., Lis, E. V., et al.
(2002). The effects o f deleting the mouse neurotensin receptor NTR1 on central and 
peripheral responses to neurotensin. The Journal o f  Pharmacology and Expérimental 
Therapeutics, 300( 1), 305-313.
Pierce, K. L., & Lefkowitz, R. J. (2001). Classical and new rôles o f  beta-arrestins in the 
régulation o f G-protein-coupled receptors. Nature Reviews.Neuroscience, 2(10), 727- 
733.
Pierce, K. L., Premont, R. T., & Lefkowitz, R. J. (2002). Seven-transmembrane receptors. 
Nature Review s. Molecular Cell Biology, 3(9), 639-650.
Prasad, P., Yanagihara, A. A., Small-Howard, A. L., Tumer, H., & Stokes, A. J. (2008). 
Secretogranin III directs secretory vesicle biogenesis in mast cells in a manner 
dépendent upon interaction with chromogranin A. Journal o f Immunology (Baltimore, 
M d: 1950), 181(1), 5024-5034.
128
Prinster, S. C., Hague, C., & Hall, R. A. (2005). Heterodimerization o f g protein-coupled 
receptors: Specificity and functional significance. Pharmacological Reviews, 57(3), 
289-298.
Probst, W. C., Snyder, L. A., Schuster, D. I., Brosius, J., & Sealfon, S. C. (1992). Sequence 
alignment o f the G-protein coupled receptor superfamily. DNA and Cell Biology, 
11{  1), 1-20 .
Rain, J. C., Selig, L., De Reuse, H., Battaglia, V., Reverdy, C., Simon, S., et al. (2001). The 
protein-protein interaction map o f helicobacter pylori. Nature, 409(6817), 211-215.
Remaury, A., Vita, N., Gendreau, S., Jung, M., Amone, M., Poncelet, M., et al. (2002). 
Targeted inactivation of the neurotensin type 1 receptor reveals its rôle in body 
température control and feeding behavior but not in analgesia. Brain Research, 955(1 - 
2), 63-72.
Richard, F., Barroso, S., Martinez, J., Labbe-Jullie, C., & Kitabgi, P. (2001). Agonism, 
inverse agonism, and neutral antagonism at the constitutively active human 
neurotensin receptor 2. Molecular Pharmacology, 60(6), 1392-1398.
Ritter, S. L., & Hall, R. A. (2009). Fine-tuning o f GPCR activity by receptor-interacting 
proteins. Nature Reviews.Molecular Cell Biology, 70(12), 819-830.
Robbins, M., Judge, A., & MacLachlan, I. (2009). siRNA and innate immunity. 
Oligonucleotides, 79(2), 89-102.
Rose, S. D., Kim, D. H., Amarzguioui, M., Heidel, J. D., Collingwood, M. A., Davis, M. 
E., et al. (2005). Functional polarity is introduced by dicer processing o f  short 
substrate RNAs. Nucleic Acids Research, 55(13), 4140-4156.
Rostene, W. H., & Alexander, M. J. (1997). Neurotensin and neuroendocrine régulation. 
Frontiers in Neuroendocrinology, 18(2), 115-173.
Roussy, G., Dansereau, M. A., Baudisson, S., Ezzoubaa, F., Belleville, K., Beaudet, N ., et 
al. (2009). Evidence for a rôle o f  NTS2 receptors in the modulation o f tonie pain 
sensitivity. Molecular Pain, 5, 38.
Roussy, G., Dansereau, M. A., Dore-Savard, L., Belleville, K., Beaudet, N., Richelson, E., 
et al. (2008). Spinal NTS1 receptors regulate nociceptive signaling in a rat formalin 
tonie pain model. Journal ofNeurochemistry, 705(4), 1100-1114.
Sakai, Y., Hosaka, M., Hira, Y., Harumi, T., Ohsawa, Y., Wang, H., et al. (2003). 
Immunocytochemical localization o f secretogranin III in the anterior lobe o f maie rat 
pituitary glands. The Journal o f  Histochemistry and Cytochemistry : Official Journal 
o f the Histochemistry Society, 31(2), 227-238.
129
Sakai, Y., Hosaka, M., Yoshinaga, A., Hira, Y., Harumi, T., & Watanabe, T. (2004). 
Immunocytochemical localization o f secretogranin III in the endocrine pancréas o f 
maie rats. Archives o f  Histology and Cytology, 57(1), 57-64.
Salon, J. A., Lodowski, D. T., & Palczewski, K. (2011). The significance o f  G protein- 
coupled receptor crystallography for drug discovery. Pharmacological Reviews, 65(4), 
901-937.
Sarret, P., Doré-Savard, L., Tétreault, P., Bégin-Lavallée, V., Dansereau, M., & Beaudet, 
N. (2011). Using RNA interférence to downregulate G protein-coupled receptors. In 
C. W. Stevens (Ed.), (pp. 379-402) Humana Press.
Sarret, P., Esdaile, M. J., Perron, A., Martinez, J., Stroh, T., & Beaudet, A. (2005). Potent 
spinal analgesia elicited through stimulation of NTS2 neurotensin receptors. The 
Journal o f  Neuroscience : The Official Journal o f  the Society fo r  Neuroscience, 
25(36), 8188-8196.
Sarret, P., Gendron, L., Kilian, P., Nguyen, H. M., Gallo-Payet, N., Payet, M. D., et al.
(2002). Pharmacology and functional properties o f  NTS2 neurotensin receptors in 
cerebellar granule cells. The Journal o f  Biological Chemistry, 277(39), 36233-36243.
Sarret, P., Krzywkowski, P., Segal, L., Nielsen, M. S., Petersen, C. M., Mazella, J., et al. 
(2003b). Distribution o f NTS3 receptor/sortilin mRNA and protein in the rat central 
nervous System. The Journal o f  Comparative Neurology, 461(4), 483-505.
Sarret, P., Perron, A., Stroh, T., & Beaudet, A. (2003a). Immunohistochemical distribution 
o f NTS2 neurotensin receptors in the rat central nervous system. The Journal o f  
Comparative Neurology, 461(4), 520-538.
Scarlata, S. (2002). Détermination of strength and specificity o f  membrane-bound G 
protein—phospholipase C association using fluorescence spectroscopy. Methods in 
Enzymology, 345, 306-327.
Shirakabe, K., Priori, G., Yamada, H., Ando, H., Horita, S., Fujita, T., et al. (2006). IRBIT, 
an inositol 1,4,5-trisphosphate receptor-binding protein, specifïcally binds to and 
activâtes pancreas-type N a+/H C03- cotransporter 1 (pN BCl). Proceedings o f  the 
National Academy o f  Sciences o f  the United States ofAmerica, 103(25), 9542-9547.
Smart, E. J., Graf, G. A., McNiven, M. A., Sessa, W. C., Engelman, J. A., Scherer, P. E., et 
al. (1999). Caveolins, liquid-ordered domains, and signal transduction. Molecular and 
Cellular Biology, 79(11), 7289-7304.
Smith, D. J., Hawranko, A. A., Monroe, P. J., Gully, D., Urban, M. O., Craig, C. R., et al.
(1997). Dose-dependent pain-facilitatory and -inhibitory actions o f neurotensin are 
revealed by SR 48692, a nonpeptide neurotensin antagonist: Influence on the
130
antinociceptive effect o f  morphine. The Journal o f  Pharmacology and Expérimental 
Therapeutics, 282(2), 899-908.
Smith, K. E., Boules, M., Williams, K., & Richelson, E. (2012). NTS1 and NTS2 médiate 
analgesia following neurotensin analog treatment in a mouse model for viscéral pain. 
Behavioural Brain Research, 232(1), 93-97.
Souaze, F., & Forgez, P. (2006). Molecular and cellular régulation o f neurotensin receptor 
under acute and chronic agonist stimulation. Peptides, 27(10), 2493-2501.
Steward, M. C., Ishiguro, H., & Case, R. M. (2005). Mechanisms o f bicarbonate sécrétion 
in the pancreatic duct. Annual Review o f  Physiology, 67, 377-409.
Stolakis, V., Kalafatakis, K., Botis, J., Zarros, A., & Liapi, C. (2010). The regulatory rôle 
o f neurotensin on the hypothalamic-anterior pituitary axons: Emphasis on the control 
o f thyroid-related functions. Neuropeptides, 44( 1), 1-7.
Strader, C. D., Fong, T. M., Graziano, M. P., & Tota, M. R. (1995). The family o f  G- 
protein-coupled receptors. FASEB Journal : Official Publication o f  the Fédération o f  
American Societies fo r  Expérimental Biology, 9(9), 745-754.
Stroh, T., Sarret, P., Tannenbaum, G. S., & Beaudet, A. (2006). Immunohistochemical 
distribution and subcellular localization o f the somatostatin receptor subtype 1 (sstl) 
in the rat hypothalamus. Neurochemical Research, 31(2), 247-257.
Takeuchi, T., & Hosaka, M. (2008). Sorting mechanism of peptide hormones and 
biogenesis mechanism of secretory granules by secretogranin III, a cholesterol- 
binding protein, in endocrine cells. Current Diabetes Reviews, 4(1), 31-38.
Tan, C. M., Brady, A. E., Nickols, H. H., Wang, Q., & Limbird, L. E. (2004). Membrane 
trafficking of G protein-coupled receptors. Annual Review o f  Pharmacology and 
Toxicology, 44, 559-609.
Tanaka, K., Masu, M., & Nakanishi, S. (1990). Structure and functional expression o f  the 
cloned rat neurotensin receptor. Neuron, 4(6), 847-854.
Taupenot, L., Harper, K. L., & O'Connor, D. T. (2003). The chromogranin-secretogranin 
family. The New England Journal o f  Medicine, 348(12), 1134-1149.
Tetreault, P., Beaudet, N., Perron, A., Belleville, K., Rene, A., Cavelier, F., et al. (2013). 
Spinal NTS2 receptor activation reverses signs o f neuropathic pain. FASEB Journal : 
Official Publication o f  the Fédération o f  American Societies fo r  Expérimental 
Biology,
Trumpp-Kallmeyer, S., Chini, B., Mouillac, B., Barberis, C., Hoflack, J., & Hibert, M. 
(1995). Towards understanding the rôle o f  the First extracellular loop for the binding
131
of peptide hormones to G-protein coupled receptors. Pharmaceutica Acta Helvetiae, 
70(3), 255-262.
Tyler, B. M., Cusack, B., Douglas, C. L., Souder, T., & Richelson, E. (1998). Evidence for 
additional neurotensin receptor subtypes: Neurotensin analogs that distinguish 
between neurotensin-mediated hypothermia and antinociception. Brain Research, 
792(2), 246-252.
Tyler, B. M., Jansen, K., McCormick, D. J., Douglas, C. L., Boules, M., Stewart, J. A., et 
al. (1999). Peptide nucleic acids targeted to the neurotensin receptor and administered 
i.p. cross the blood-brain barrier and specifically reduce gene expression. Proceedings 
o f the National Academy o f  Sciences o f  the United States o f America, 96(12), 7053- 
7058.
Tyler-McMahon, B. M., Boules, M., & Richelson, E. (2000). Neurotensin: Peptide for the 
next millennium. Regulatory Peptides, 95(1-3), 125-136.
Urban, M. O., & Gebhart, G. F. (1997). Characterization o f biphasic modulation o f spinal 
nociceptive transmission by neurotensin in the rat rostral ventromedial medulla. 
Journal o f  Neurophysiology, 78(3), 1550-1562.
van Munster, E. B., 8c Gadella, T. W. (2005). Fluorescence lifetime imaging microscopy 
(FLIM). Advances in Biochemical Engineering/Biotechnology, 95, 143-175.
Vandenbulcke, F., Nouel, D., Vincent, J. P., Mazella, J., & Beaudet, A. (2000). Ligand- 
induced intemalization o f neurotensin in transfected COS-7 cells: Differential 
intracellular trafficking o f ligand and receptor. Journal o f  Cell Science, 113 ( Pt 17)( Pt 
17), 2963-2975.
Vassilatis, D. K., Hohmann, J. G., Zeng, H., Li, F., Ranchalis, J. E., Mortrud, M. T., et al.
(2003). The G protein-coupled receptor répertoires o f  human and mouse. Proceedings 
o f the National Academy o f  Sciences o f  the United States o f  America, 100(8), 4903- 
4908.
Venter, J. C., Adams, M. D., Myers, E. W., Li, P. W., Mural, R. J., Sutton, G. G., et al.
(2001). The sequence o f the human genome. Science (New York, N.Y.), 297(5507), 
1304-1351.
Vincent, J. P. (1992). Neurotensin receptors. binding properties, transduction mechanisms, 
and purification. Annals o f  the New York Academy o f  Sciences, 668, 90-100.
Vincent, J. P. (1995). Neurotensin receptors: Binding properties, transduction pathways, 
and structure. Cellular and Molecular Neurobiology, 15(5), 501-512.
132
Vita, N., Laurent, P., Lefort, S., Chalon, P., Dumont, X., Kaghad, M., et al. (1993). Cloning 
and expression o f a complementary DNA encoding a high affinity human neurotensin 
receptor. FEBS Letters, 317(1-2), 139-142.
Vita, N., Oury-Donat, F., Chalon, P., Guillemot, M., Kaghad, M., Bachy, A., et al. (1998). 
Neurotensin is an antagonist o f  the human neurotensin NT2 receptor expressed in 
chinese hamster ovary cells. European Journal o f  Pharmacology, 360(2-3), 265-272.
Wame, T., Serrano-Vega, M. J., Baker, J. G., Moukhametzianov, R., Edwards, P. C., 
Henderson, R., et al. (2008). Structure o f a betal-adrenergic G-protein-coupled 
receptor. Nature, 454(1203), 486-491.
Whitehead, K. A., Dahlman, J. E., Langer, R. S., & Anderson, D. G. (2011). Silencing or 
stimulation? siRNA delivery and the immune system. Annual Review o f  Chemical and 
Biomolecular Engineering, 2, 77-96.
Wojcik, J., Boneca, I. G., & Legrain, P. (2002). Prédiction, assessment and validation of 
protein interaction maps in bacteria. Journal o f  Molecular Biology, 323(4), 763-770.
Wolfe, B. L., & Trejo, J. (2007). Clathrin-dependent mechanisms o f G protein-coupled 
receptor endocytosis. Traffic (Copenhagen, Denmark), 5(5), 462-470.
Yamada, M., Yamada, M., Lombet, A., Forgez, P., & Rostene, W. (1998). Distinct 
functional characteristics o f levocabastine sensitive rat neurotensin NT2 receptor 
expressed in chinese hamster ovary cells. Life Sciences, 62(23), PL 375-80.
Yuan, N., Friedman, J., Whaley, B. S., & Clark, R. B. (1994). cAMP-dependent protein 
kinase and protein kinase C consensus site mutations o f  the beta-adrenergic receptor. 
effect on desensitization and stimulation o f adenylylcyclase. The Journal o f  Biological 
Chemistry, 269(31), 23032-23038.
Zhang, L., Taylor, N., Xie, Y., Ford, R., Johnson, J., Paulsen, J. E., et al. (2005). Cloning 
and expression o f MRG receptors in macaque, mouse, and human. Brain 
Research.Molecular Brain Research, 133(2), 187-197.
Zhao, B., Wang, H. B., Lu, Y. J., Hu, J. W., Bao, L., & Zhang, X. (2011). Transport o f 
receptors, receptor signaling complexes and ion channels via neuropeptide-secretory 
vesicles. Cell Research, 21(5), 741-753.
Zinchuk, V., & Grossenbacher-Zinchuk, O. (2009). Recent advances in quantitative 
colocalization analysis: Focus on neuroscience. Progress in Histochemistry and 
Cytochemistry, 44(3), 125-172
